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Die Komplementbindung als Grenzflichenreaktion. 
Il. Mitteilung: 
Uber die Anderung der Grenzflichenaktivitat des Serums nach Hitze- 
inaktivierung der Komplementfunktion. 
Von 
F. Seelich. 
(Aus der Abteilung fiir ,,biophysique moleculaire* des Institut Pasteur, Paris. ) 
(Eingegangen am 10, Juni 1956.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Komplementbindung, d.h. die Anlagerung von Proteinen des 
komplementaktiven Serums an einen Antigen(Hapten) - Antikérper- 
komplex ist unspezifisch und normalen Adsorptionsvorgingen sehr 
ahnlich. Nach Hitzeinaktivierung findet eine derartige Anlagerung nicht 
mehr statt. Handelt es sich bei der Komplementbindung tatsachlich um 
einen normalen Adsorptionsvorgang, so ist zu erwarten, daB sich ein 
Unterschied in der Adsorptionstendenz [d.h. in der Grenzflachen- 
aktivitat, siehe I. Mitteilung (1)] der betreffenden Serumproteine auch an 
Grenzflichen nachweisen |aBt, deren Spannung nicht direkt gemessen 
werden kann!. Eine Reihe von vergleichenden Messungen der Spannung 
von normalem und hitzeinaktiviertem Serum an der Grenzflache gegen 
Luft konnten iibereinstimmend eine Senkung der Oberflichenspannung 
nach Hitzeinaktivierung nachweisen (2). Dieses Ergebnis scheint vorerst 
mit der Annahme eines Absinkens der Adsorptionstendenz der Serum- 
proteine als Folge der Hitzebehandlung nicht vereinbar. Nun diufen 
aber Anderungen der Oberflichenspannungen nicht ohne Einschriankung 
zu SchluBfolgerungen beziiglich der Spannungsinderungen an anderen 
Grenzflachen herangezogen werden; es ist die urspriingliche Spannung 
(Initialspannung) der betreffenden Grenzflache fiir das Eintreten und den 
Verlauf von Adsorptionsreaktionen bestimmend (siehe I. Mitteilung). 
Der Nachweis eines Unterschiedes in der Grenzflachenaktivitat, und 
damit in der Adsorptionstendenz, beinormalem und bei hitzeinaktiviertem 
Serum sollte folglich an solchen Grenzflaichen versucht werden, deren 
Initialspannung der Spannung des spezifischen Antigen-Antikérper- 


! Wir sprechen von Spannung einer Grenzflaiche auch dann, wenn es 
sich um Grenzflaichen einer festen Phase gegen eine Fliissigkeit handelt, fiir 
welche eine direkte Messung der Spannung (oder besser gesagt der freien 
Grenzflichenenergie) vorderhand noch nicht méglich ist; siehe diesbeziiglich 
Freundlich, Kapillarchemie 1, 217, 1930. 
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komplexes gegen das Suspensionsmittel nahe kommt (der Spannung 
vor Zugabe des komplettierenden Serums). Die Héhe dieser Spannung 
ist jedoch leider unbekannt und man muB sich begniigen, mit Hilfe 
allgemeiner Uberlegungen eine Vorstellung beziiglich deren GréBen- 
ordnung zu erhalten. 


Denken wir uns mit Antikérper beladene Erythrocyten in einer physio- 
logischen Salzlé6sung suspendiert. Die Grenzfliche der Erythrocyten gegen 
das Suspensionsmittel wird in diesem Falle von den Proteinen der Antikérper 
(vor allem Globulinen gebildet), welche auch im sogenannten denaturierten 
Zustand noch hydratisiert sind. Die Hydratation einer Grenzflache ist nun 
deren Spannung gegen Wasser umgekehrt proportional (siehe I. Mitteilung) 
und wir miissen auf Grund der Hydratation auf eine verhaltnismaBig niedrige 
Spannung der Grenzfliche schlieBen. Was die Grenzflichenspannung der 
nicht sensibilisierten Erythrocyten gegen das wiisserige Suspensionsmittel 
anbelangt, so kénnen die folgenden Uberlegungen eine ungefahre Vorstellung 
iibermitteln: 


Die Anfarbung des Protoplasmamodells nach Nirenstein (3) durch eine 
groBe Zahl von Farbstoffen basischer und saurer Natur ist der Vitalfarbung 
verschiedener Zellen, unter anderem auch der Anfarbung von Erythrocyten 
auBerordentlich ahnlich. Efimow und Rehbinder (4) haben gezeigt, daB die 
betreffenden Farbstoffe an der Grenzflaiche des Nirensteinschen Gemisches 
gegen die wasserige Farbstofflésungadsorbiert werden, indem sie die Spannung 
dieser Grenzflaiche erniedrigen. (Einige dieser Farbstoffe sind an der Grenz- 
fliche gegen Luft vollstandig inaktiv.) Die Grenzflachenaktivitat der Farb- 
stoffe geht parallel dem Verteilungskoeffizienten fiir die beiden Phasen, d. h. 
sie ist der Farbekraft fiir die nichtwasserige Phase symbat. Die Initial- 
spannung dieser Grenzfliche betrigt nach Efimow und Rehbinder (1. c.) 
7,8 Dyn/em. Es hat also jene Grenzflache, welche in bezug auf die Ad- 
sorption von Farbstoffen der Grenzflache der Erythrocyten auBerordentlich 
aihnlich ist, eine sehr niedrige Initialspannung. 

Es wire also zweckmaBig, die Messung der Grenzflachenaktivitat des 
normalen und hitzeinaktivierten Serums an Grenzflichen niedriger Initial- 
spannung vorzunehmen. Eine solehe Versuchsanordnung erscheint aber 
leider undurchfiihrbar, da alle jene bis jetzt von uns untersuchten organischen 
Fliissigkeiten, welche einen ungesiattigten Charakter und demzufolge eine 
verhiltnismaBig niedrige Grenzflichenspannung gegen Wasser aufweisen 
(siehe I. Mitteilung), die Serumproteine nach Art der Alkohole zur Fallung 
bringen. Als nicht denaturierend erwiesen sich nur Paraffin6él, Petrolather 
und Hexahydrobenzol (Zyclohexan), deren Spannungen gegen Wasser jedoch 
mehr als 45 Dyn/em betragen'. Wir waren also genétigt, die betreffenden 
Versuche an Grenzflichen von relativ zu hoher Spannung auszufiihren, und 
haben die Spannung von normalem und hitzeinaktiviertem Serum an der 
Grenzflache gegen Paraffinél gemessen. Ein Teil der diesbeziiglichen Ver- 
suchsergebnisse wurde bereits ver6ffentlicht [Seelich (5)|. Wir bringen hier 


! Sehr lehrreich ist der Fall des Hexahydrobenzols und des normalen 
Benzols. Die Gleichgewichtsspannung der ersteren gesittigten Verbindung 
gegen Wasser betrigt etwa 45 Dyn/cm, die des ungesittigten Benzols 
32 Dyn/em — letzteres denaturiert aber bereits die Serumproteine. Bekannt- 
lich zeigen ungesattigte Verbindungen ganz allgemein eine héhere Reaktions- 
fahigkeit sowie einen dehydratisierenden EinfluB auf hydrophile Kolloide. 
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einige weitere Ergebnisse, welche unter etwas veranderten Versuchs- 
bedingungen erhalten wurden und die geeignet erscheinen, einen wichtigen 
Beitrag zur Kenntnis der Komplementaktivitéit des Serums zu liefern. 


Beschreibung der Versuchsanordnung. 


Zur Messung der Grenzflichenspannung diente das du Notiysche Inter- 
facialtensiometer (6), eine Torsionswaage mit Platinring, welche eine direkte 
Ablesung der Spannung in Dyn/cem erméglicht. Die Messungen selbst wurden 
unter Vermeidung des AbreiBens des Ringes durchgefiihrt (beziiglich der 
Ablesemethode, siehe I. Mitteilung). Nur dann ist es méglich, Spannungs- 
anderungen an derselben Grenzflache zu verfolgen. 

Bei Messungen bei konstanter Tem- 
peratur taucht das MeBgefiB, ein Kri- J57¢ 
stallisationsschalehen von 4 em Durch-4”™, 
messer, in ein Wasserbad, welches auf der 








beweglichen Platte des Tensiometers be- 29. 

festigt ist und dem dauernd ein Strom ae 

Wassers gewiinschter Temperatur aus a. ee 
einem angeschlossenen Thermostaten zuge- 27 tas Sa sail ace aaa 


fiihrt wird. 8 cem Serum bzw. Serumver- 
diinnung wurden im MeBgefiB auf konstante 
Temperatur gebracht; dann wurde mittels 
eines diinnen Glasstabes griindlich umge- 
riuhrt (wahrend des Vorwarmens tritt eine 
gewisse Adsorption der Serumproteine an 
der Oberfliche ein, welche die dynamische 
Grenzflachenspannung nach Uberschichten 
mit Paraffinél beeinfluBt; bei Umriihren 
wird diese Adsorption riickgingig ge- 
macht), der frisch gegliihte Ring rasch 
eingetaucht und das Serum mit 8 cem 
Paraffinél (Huile de Vaseline pur, Rhone- 
Poulenc) iiberschichtet, welches im Thermo- 
staten auf die betreffende Temperatur 
vorgewarmt worden war. Die erste 
Messung wurde sofort nach Uberschichten, 


AQ 
= 2 & 


Grenzflachenspannung 
8 














die weiteren Messungen in konstanten "y 5 0 45 6075 WO 705 120Min 
Zeitabstainden durchgefiihrt, wobei darauf Zeit 

geachtet wurde, fiir die Durchfiihrung der Abb. 1. Messungstemperatur: 259. 
Messung selbst méglichst dieselbe Zeit auf- Erhitzung des unverdiinnten Serums: 


: ; : 30 Min. 570, 
zuwenden (ein verschieden rasches Er- ORE: 30 Min. auf 57 
Verdiinnungsmittel : NaCl-Lisung 0,9 %/9. 


héhen des Zuges kann bei L6sungen hoch- Normales. Meerachweinchenseram. 
molekularer Stoffe das Messungsergebnis ----- Hitzeinaktiviertes Meerschwein- 
chenserum (30 Min. auf 57°). 





beeinflussen, siehe Seelich [5}). 


Abb. 1 zeigt das Absinken der Spannung an der Grenzfliche von 
normalem und hitzeinaktiviertem Meerschweinchenserum (und von Ver- 
diinnungen der betreffenden Seren) gegen Paraffinél. Fiir simtliche in 
Abb. 1 eingetragenen Messungen wurde dasselbe Serum, eine Mischung 
der Seren von sechs Meerschweinchen, verwendet. 

Es sind vor allem zwei Eigenheiten der Spannung : Zeitkurven 
hervorzuhehen : 

1* 





dyn a 





4 F. 


Seelich: 


1. Die statische (Gleichgewichts)-Spannung stellt sich beim erhitzten 


Serum friher ein, als beim nicht erhitzten. 


) 


2. Die Kurven des nicht erhitzten Serums streben niedrigeren 


Endwerten der Grenzflachenspannung zu als die Kurven des erhitzten 


Serums. 


Das langsamere Absinken der Spannung im Falle des nicht erhitzten 


Serums kommt bei steigender Verdiinnung immer mehr zur Geltung, was 


. y q Pine . 7 Y oo 
zu einer Uberlagerung der Anfangswerte fiihrt : bei hGheren Verdiinnungen 


sind die Anfangswerte des erhitzten Serums niedriger, als die des nicht- 
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Grenzflachenspannung 
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! 
99530 45 60 75 90 105 te0Min 
Zeit 
Abb. 2. Erhitzung des unverdiinnten 


Serums 30 Min. auf 57°. 
Verdiinnungsmittel: Na Cl-Lisung 0,9 9/9. 
(Es wurde wieder eine Mischung von 

6 verschiedenen Seren verwendet.) 
—— Normales Meerschweinchenserum. 
---- Hitzeinaktiviertes Meerschwein- 

chenserum (30 Min. auf 579). 


plement-inaktivierten) Serums. 


erhitzten. Da jedoch andererseits die 
Werte der statischen Grenzflichen- 
spannung fiir das nicht erhitzte Serum 
tiefer liegen (auch im Falle des auf 
1o90 Verdiinnten Serums kann man 
annehmen, da der Gleichgewichts- 
wert des nicht erhitzten Serums tiefer 
liegt, als der des erhitzten), so kommt 
es zu einer Kreuzung der einander 
entsprechenden Kurven. Besonders 
deutlich kommt diese Kreuzung bei 
den analogen Kurven Pferde- 

serums zur Geltung [Seelich (5)]. 
In Abb. 2 sind die Werte ein- 


gezeichnet, welche fiir ein anderes 


des 


Serum bei konstanter Temperatur 
von 37° erhalten wurden. 
Die Kurven zeigen ungefahr das- 
Bild wie die in Abb. 1; die 
Werte sind etwas nach 
unten verschoben. 
peratur kommt 
zwischen erhitzten und dem 
nicht erhitzten starker zur 
Geltung; die Endwerte der unver- 
diinnten und der auf die Halfte ver- 


selbe 
absoluten 
Bei dieser Tem- 
der Unterschied 
dem 
noch 


diinnten Seren zeigen eine Differenz 
von etwa 6!/, Dyn, d. h. die statische 
Grenzflachenspannung des nicht er- 
hitzten Serums ist um mehr als 30 °, 


tiefer, als die des erhitzten (kom- 


Ein frisches Meerschweinchenserum ist 


also an der Grenzfliche gegen Paraffindl wesentlich grenzflachenaktiver, 


als ein hitzeinaktiviertes. 
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Es wurden viel mehr Messungen durchgefiihrt, als jene, welche in Abb. | 
und 2 verzeichnet sind. Wihrend 30 Minuten auf 57° erhitztes Serum zeigte 
bei einer MeBbtemperatur von 37° durchweg um etwa 30°, héhere Werte als 
das entsprechende frische Serum. Beim Altern zeigt das nicht erhitzte Serum 
kontinuierlich ansteigende Werte der statischen Spannung, so daf in diesem 
Falle der Unterschied zwischen dem erhitzten und dem nicht erhitzten Serum 
geringer wird. Die den Messungen bei 37° entsprechenden Spannung : Zeit- 
kurven des unverdiinnten und des auf die Halfte verdiinnten frischen Serums 
zeigen gewOhnlich einen manchmal mehr, manchmal weniger ausgepragten 
Knick (siehe Abb. 3). Es hat den Anschein, als wiirde es im Verlauf der 
Adsorption zu einer sekundiren Spannungssenkung kommen. Der einwand- 
freie Nachweis einer sekundaren Senkung kénnte fiir die Klarung der 
lytischen Komplementwirkung von groBer Bedeutung sein. 


Wie erwahnt, ist die charakteristische Kreuzung der Kurven bei 
héheren Verdiinnungen eine Folge jener Eigenheit, daB sich die Gleich- 
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gewichtsspannung des nicht erhitzten Serums langsamer einstellt, jedoch 
tiefere Endwerte erreicht, als die des hitzeinaktivierten Serums. Wir 
wollen nun darlegen, daB es notwendigerweise dann zu einer Kreuzung 
ja sogar zu einer vollstandigen Uberlagerung der Spannung : Zeitkurven 
kommen kann, wenn zwei Lésungen A und B bei steigender Verdiinnung 
gemessen werden und wenn die eine Lésung (A) grenzflachenaktivere 
Molekiile enthalt als die andere (2), jedoch weniger konzentriert ist als 
die letztere. Abb.3 zeigt zwei typische Spannung : Konzentrations- 
kurven (siehe I. Mitteilung) fiir zwei Stoffe von etwas verschiedener 
Grenzflaichenaktivitat. 

Nehmen wir an, da die zwei erwahnten Lésungen A und # den in 
den Kurven eingezeichneten Punkten A’ und BS’ entsprechen, d. h. 
A hat eine Konzentration von 10% und B von 15%. Von diesen 


Lésungen werden je zwei Verdiinnungen auf !/, und auf !/,9 her- 





gestellt. Die diesen Stamm- 

lésungen und Verdiinnungen zu- Vertinaeng 4 ” 
kommenden Grenzflachenspan- I, 10,5 15 
nungen sind nebenstehende: 3 i. = 


10 








6 F. Seelich: 


Man entnimmt, dab die Werte der Stammlésung A sowie deren Ver- 
diinnung auf die halbe Konzentration, niedriger sind, als die ent- 
sprechenden Werte von B. Bei der Verdiinnung auf !/,, liegen die 
Verhaltnisse aber bereits umgekehrt: die Werte von B sind niedriger als 
die entsprechenden Werte von A. Ist der Konzentrationsunterschied 
geringer als die 33°% in Abb. 3, so wird diese Uberlagerung erst bei 
groBeren Verdiinnungen auftreten. Auf jeden Fall wird sich aber auch 
ein geringer Konzentrationsunterschied dahin bemerkbar machen, daB 
sich das Spannungsgleichgewicht, die statische Grenzflichenspannung, 
bei der konzentrierteren Lésung rascher einstellt als bei der verdiinnten, 
was in einem gewissen mittleren Konzentrationsbereich eine Kreuzung 
der Spannung: Zeitkurven nach sich ziehen muB. 

Der Verlauf der Spannung : Zeitkurven im Falle des komplement- 
aktiven und hitzeinaktivierten Serums ist also dann leicht verstindlich, wenn 
man annimmt, dap das erstere die grenzflichenaktiveren Molekiile oder 
Molekiilkom plexe besitzt, dap aber dagegen das inaktivierte Serum konzen- 
trierter ist, bzw. mehr grenzflichenaktive Molekiile im Volumen besitzt, als 
das normale Serum. Wir wollen nun untersuchen, ob die letztere An- 
nahme zulassig ist oder nicht. 

Die Untersuchungen des normalen Menschen- und Pferdeserums 
mittels der Ultrazentrifuge, welche von Mutzenbecher (7) im Labo- 
ratorium Svedbergs durchgefiihrt wurden, haben ergeben, dab bei 
Verdiinnung des Serums mittels Ringerlésung eine Spaltung der vor- 
handenen Molekiilkomplexe eintritt. Eine solche Spannung wurde auch 
bei unverdiinntem, gealtertem Serum beobachtet. Es ist nun leicht 
moéglich, wenn nicht sogar wahrscheinlich, daB eine ahnliche, vielleicht 
sogar noch tiefer gehende Spaltung durch Hitzebehandlung des Serums 
hervorgerufen wird und da’ dadurch tatsaéchlich das erhitzte Serum 
mehr, grenzflachenaktive Molekiile besitzt, als das nicht erhitzte. 

Voraussichtlich sind es die gréBten Molekiilkomplexe, welche am 
leichtesten gespalten werden; andererseits ist anzunehmen, daB die gréBten 
Komplexe im Vergleich zu den anderen weniger hydratisiert sind und dadurch 
leichter an Grenzflichen adsorbiert werden — daB sie grenzflachenaktiver 
sind. Bei Hitzeinaktivierung des komplettierenden Serums kame es also zu 
einer Zerst6rung gerade der grenzflichenaktivsten Molekiilkomplexe —- die 

(So \ ‘ ; 
7) Tonst. des Serums sinkt, die Zahl 
der grenzflichenaktiven Molekiile steigt : gerade diejenige Zustandsinderung, 
die den Verlauf unserer Spannung: Zeitkurven erklaren kann. 


yrenzflachenaktivitat G ee ( 


Man muB aber auch noch eine andere Erklarung in Betracht ziehen. 
Lecomte du Noiiy (8) hat gezeigt, daB Erhitzen von Serum auf jene 
Temperaturen, welche eine Inaktivierung der Komplementfunktion be- 
wirken, eine tiefgehende Anderung der Struktur der Serumproteine 
nach sich zieht. Diese, mit Hilfe der verschiedensten physikalischen 
MeBmethoden nachgewiesene Strukturanderung laBt sich nur dann auf 
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befriedigende Weise interpretieren, wenn man eine starke Steigerung 
der Hydratation der Serummolekiile annimmt. (Diese Forderung giit 
jedoch nur fiir dieses Stadium der Hitzebehandlung, wogegen die Hitze- 
koagulation, die erst nach Erhitzen auf héhere Temperaturen eintritt, 
von anderen Zustandsanderungen begleitet sein kann.) Eine derartige 
Hydratationssteigerung ist nur dann denkbar, wenn man eine Wasser- 
bindung auch im Innern des Molekiilgeriistes der Serumproteine an- 
nimmt. Dieser Vorgang wird aber mit einer entsprechenden Verminderung 
jener Wassermenge einhergehen, welche als Lésungs- oder Suspensions- 
mittel in Betracht kommt, und mu einer Konzentrationssteigerung der 
Proteine im Serum gleichgestellt werden. 

Wie bereits eingangs erwahnt wurde, haben die Messungen der ver- 
schiedensten Forscher iibereinstimmend eine Senkung der Oberflachen- 
spannung nach Hitzeinaktivierung nachgewiesen. Dieses Ergebnis ist 
mit unseren Werten deshalb nicht im Widerspruch, weil an einer Grenz- 
flache hoher Initialspannung, wie der des wasserigen Suspensionsmittels 
gegen Luft, ein Unterschied in der Struktur der grenzflachenaktiven 
Serummolekiile weniger zur Geltung kommen wird, als ein Unterschied 
in der Konzentration. Ander Grenzflache gegen Luft werden auch solche 
Molekiile stark aktiv sein, welche an Grenzflachen niedrigerer Spannung 
nur wenig oder gar nicht aktiv sind (siehe I. Mitteilung). Andererseits ist 
zu erwarten, daB an Grenzflachen, welche eine niedrigere Initialspannung 
haben als die Grenzflaiche Paraffinél: wasseriges Lésungsmittel', der 
Unterschied in der Grenzflachenaktivitat der frischen und hitzeinakti- 
vierten Serumproteine noch betrachtlich gréBer ist. Es ist sogar leicht 
moglich, daB das hitzeinaktivierte Serum an der Grenzflache des spezi- 
fischen Antigen-Antikérperkomplexes annahernd grenzflaécheninaktiv ist 
und folglich nur in geringem Mabe adsorbiert wird. (Theoretisch sind 
Grenzflichen denkbar, an welchen nur die grenzflichenaktiveren frischen 
Molekiile adsorbiert werden kénnen.) 

Inwieweit die Abhangigkeit der Grenzflichenaktivitaét und damit 
der Adsorption von der Initialspannung der adsorbierenden Grenzflache 
die Komplementbindung und damit auch die lytische Komplement- 
wirkung bedingt, soll in der folgenden Mitteilung dargelegt werden. 

Zusammenfassung. 

Es wurde mit Hilfe des du Nowiyschen Interfacialtensiometers (unter 
Anwendung einer bereits friiher beschriebenen MeBmethode, welche das 
AbreiBen des Ringes vermeidet) die Grenzflachenspannung von frischem 
und von hitzeinaktiviertem Meerschweinchenserum gegen Paraffinél 
gemessen. 

' Die Spannung vor Adsorption der grenzflichenaktiven Stoffe des 
Serums; diese ist zwar nicht meBbar, weil diese Adsorption zu rasch ein- 
tritt, sie muB jedoch ungefaihr dem Spannungswert der Grenzfliche Ringer- 
lésung : Paraffinél entsprechen (etwa 50 Dyn). 
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Frisches Meerschweinchenserum erwies sich als wesentlich grenz- 
flichenaktiver als hitzeinaktiviertes Serum; bei einer konstanten Meb- 
temperatur von 37° zeigt das verdiinnte frische Serum um etwa 30 % 
niedrigere Werte der statischen Spannung, als das_hitzeinaktivierte 
Serum. Die statische Grenzflachenspannung (Gleichgewichtsspannung) 
stellt sich jedoch beim hitzeinaktivierten Serum rascher ein, als beim 
frischen Serum. 

Die beigréBeren Verdiinnungen eintretende Kreuzung der Spannung : 
Zeitkurven der einander entsprechenden Seren wird darauf zuriickgefiihrt, 
daB das frische Serum grenzflachenaktivere Molekiile oder Molekil- 
komplexe enthalt als das hitzeinaktivierte, daB jedoch die Konzentration 
an grenzflachenaktiven Molekiilen in letzterem héher ist. 

Kine derartige Konzentrationserhéhung an grenzflachenaktiven 
Stoffen infolge des Erhitzens (30 Minuten auf 57°) kénnte einerseits, 
im Sinne der Beobachtungen von Mutzenbecher, durch eine Spaltung 
gréBerer Molekiilkomplexe verursacht sein ; es kann aber auch andererseits 
eine Hydratationszunahme der Serumproteine, wie sie von Lecomte 
du Notiy als Folge einer derartigen Hitzebehandlung des Serums an- 
genommen wird (Hydratation im Innern der Serummolekiile), eine 
Verminderung der als Lésungsmittel (Suspensionsmittel) fungierenden 
Fliissigkeitsmenge nach sich ziehen, welcher Vorgang einer Konzen- 
trationszunahme an grenzflachenaktiven Stoffen gleichgestellt werden 
muB. 

Die Anderung in der Molekilstruktur der Serumproteine nach 
Hitzebehandlung, welche an der Grenzfliche gegen Paraffin6l in einer 
geringeren Grenzflachenaktivitat des hitzeinaktivierten Serums in 
Erscheinung tritt, kann im Sinne der in der I. Mitteilung vorgebrachten 
Bedingungen fiir die Adsorption an Grenzflachen niedriger Spannung 
zur Folge haben, dab die Proteine des hitzebehandelten Serums von dem 
spezifischen Antigen-Antikérperkomplex iiberhaupt nicht, oder nur in 
geringem Mae adsorbiert werden. 
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Die Komplementbindung als Grenzflichenreaktion 
III. Mitteilung: 


Uber die Ursache der Abhingigkeit der zur Bindung kommenden Menge an 
Proteinen eines komplettierenden Serums vom Sensibilisierungsgrad der 
antigenen Zellen. 


Von F. Seelich. 
(Aus der Abteilung fiir ,,biophysique moleculaire* des Institut Pasteur, Paris.) 
(Eingegangen am 10. Juni 1936.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Bekanntlich lést oder himolysiert eine gegebene Menge eines frischen, 
komplettierenden Serums eine um so gréBere Menge mit Antikérper be- 
ladener Bakterien oder Erythrocyten, je mehr Antikérper zu deren Sensi- 
bilisierung verwendet worden war. Umgekehrt tritt die Lyse einer gegebenen 
Menge von Zellen um so rascher ein, und es ist dazu um so weniger Kom- 
plement! erforderlich, je starker die Zellen sensibilisiert worden waren. 
Diese Abhangigkeit der zur Lyse erforderlichen Komplementmenge vom 
Sensibilisierungsgrad, auf die seiner- 
zeit bereits Bordet aufmerksam gov 
machte (1), geht am deutlichsten aus 
den Untersuchungen von Kaup (2) 
hervor, welche unter anderem nach- G06 
weisen, dafi die Kurve dieser Ab- quo7 
hangigkeit die Form einer gleich- 
seitigen Parabel hat, siehe Abb. 1. § 4006) 

Ob man in der betreffenden 2 gous 
Versuchsanordnung fiir verschiedene & 
Komplementmengen die zur Lyse in’ S4™ 
einer gegebenen Zeit notwendige 403 
Antikérpermenge feststellt, oder 
umgekehrt die fiir bestimmte Mengen 
Antiserum notwendige Komplement- 4007 
menge, ist fiir das Endresultat (fiir 

















die Form der Kurve) einerlei. QO G1 G2 O3 GY G5 O6 G7 G8 Q9 t0ccm 


z j a Aktivserum (verd. 7:10) 
Man konnte fiir dieses Pha- 
nomen eine mit steigender Sen- Abb.1. Die Kurve zeigt das relative Mengen- 


verhaltnis von Komplement und Immun- 


sibilisierung eintretende Resistenz- serum, welches fiir komplette Lyse einer 
Ps : ‘= weer gegebenen Menge Blutkirperchen (2 Stunden 
verminderung der Zellen verant- het 21% uehwundt sae 


wortlich machen und sagen, dai 
die Lyse um so rascher und leichter eintritt und um so weniger 
Komplement erfordert, je geringer die Resistenz der Zellen ist. Nun 


' Wir gebrauchen das Wort Komplement in dem allgemein iiblichen 
Sinne: frisches Serum (gewéhnlich Meerschweinchenserum) gemessen in 
lytischen Wirkungseinheiten. 
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geht aber jeder lytischen Komplementwirkung eine Anlagerung von 
Proteinen des komplettierenden Serums an den spezifischen Antigen- 
Antikérperkomplex (A + S-Komplex) voran, welche Komplement- 
bindung genannt wird. [Die Frage, ob es sich dabei allein um die Bindung 
des sogenannten Mittelstiicks handelt oder ob noch weitere ,,Kompo- 
nenten* angelagert werden, lassen wir vorderhand offen.] Die Menge der 
zur Bindung kommenden Komplementproteine ist abhaingig vom 
Sensibilisierungsgrad der Zellen; je starker diese sensibilisiert worden 
waren, desto mehr Komplement wird gebunden. Diese Bedingung wurde 
von H. Eagle fiir Erythrocyten und Bakterien einwandfrei nach- 
gewilesen (3). 

Es ist hier noch eine andere Tatsache zu erwaihnen. J. Bordet (4) hat 
festgestellt, daB komplettierendes Meerschweinchenserum, welches mit 
einem groBen Uberschu8 von Erythrocyten bestimmter, nicht zu starker 
Sensibilisierung digeriert worden war, Erythrocyten vom selben Sensibili- 
sierungsgrad nicht mehr zu lésen vermag, wohl aber noch solche, welche 
starker sensibilisiert worden waren. Ein derartiges Serum enthalt also 
noch Komplement fiir stark sensibilisierte Erythrocyten, oder anders 
ausgedriickt: es ist unméglich, einem komplettierenden Serum die ge- 
samte Komplementwirkung durch Behandlung mit Zellen von maBigem 
Sensibilisierungsgrad zu entziehen. Wenn aber fiir starker sensibilisierte 
Zellen in einer gegebenen Serummenge mehr Komplement verfiigbar ist 
als fiir weniger sensibilisierte, so ist es fiir eine Erklarung der Abhangigkeit 
der lytischen Komplementwirkung vom Sensibilisierungsgrad nicht 
notwendig, eine mit der Sensibilisierung zunehmende  Resistenz- 
verminderung der Zellen verantwortlich zu machen (womit wir nicht 
sagen wollen, daB nicht auch eine gewisse Resistenzverminderung ein- 
treten kann). 

_Es ergibt sich vielmehr folgende Fragestellung: Warum steigt die 
zur Bindung kommende Komplementmenge mit dem Sensibilisierungs- 
grad der Zellen, und ist diese Tatsache mit der Annahme normaler 
Adsorptionsvorgange vereinbar ? 

Eine Beantwortung dieser Fragen wird erst dann méglich sein, 
wenn man festgestellt hat, welche Veranderungen die betreffenden Zellen 
auf Grund der Bindung des spezifischen Antikérpers erleiden. AuBer der 
Komplementbindung und der gewéhnlich damit verbundenen Lyse 
kénnen vor allem folgende Verainderungen der Erythrocyten oder 
Bakterien nach der Antikérperbindung festgestellt werden: 

1. Eine Erhéhung des kritischen Flockungspotentials. Mit zu- 
nehmender Antikérperbeladung sind immer geringere Salzmengen zur 
Agglutinierung und Flockung der betreffenden Zellen notwendig {Nor- 
throp und Freund (5)}. 
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2. Eine Zunahme der Senkungsgeschwindigkeit. 


3. Eine erhéhte Phagocytierbarkeit . 

Diese Veranderungen der Erythrocyten und Bakterien nach <Anti- 
kérperbindung, einschlieBlich der Komplementbindung und Lyse, treten 
in der gleichen Weise auch dann ein, wenn die betreffenden Zellen mit 
kolloidaler Kieselséure [Landsteiner und Jagic¢ (6)|, kolloidaler Zinnsaure 
| Landsteiner und Rock (7)| oder Tannin [ Reiner und Fischer, Reiner und 
Kopp (8)| behandelt werden. Die Befunde von Landsteiner und Reiner 
wurden seither mehrfach bestatigt (9): es steht also fest, daB der spezi- 
fische Antikérper in seiner Wirkung durch die genannten Stoffe ersetzt 
werden kann. Kolloidale Kieselsaure und Zinnsaure wirken entquellend 
auf Proteine; ebenso Tannin, welches, in geeigneter Konzentration an- 
gewendet, hydrophile Sole in hydrophobe verwandelt (10) und die 
Proteine des Serums fallt (11). 

Ob die dehydratisierenden Eigenschaften des Tannins, wie Aru yt (10) 
annimmt, darin ihre Ursache haben, daB dieser Stoff Adsorptionsverbindungen 
derartiger Konstitution bildet, daB die hydrophoben Gruppen dem wasserigen 
Medium zugewendet werden, oder ob es sich um eine Art von weitgehend 
unspezifischer Komplexbildung handelt, wie sie von Eléd (12) fiir die Gerbung 
der Proteine durch Metallhydroxyde angenommen wurden, ist noch un- 
geklart. Wesentlich ist die Bildung von Proteinverbindungen geringer 
Léslichkeit, welche, falls die Bildung dieser Verbindungen an der Zellgrenz- 
fliche stattfindet, eine Abnahme der Hydratation dieser Grenzflache und 
eine Zunahme der Grenzflichenspannung gegen das Suspensionsmittel 
nach sich ziehen mu. (Die Grenzflichenspannung gegen Wasser ist der 
Hydratation der betreffenden Grenzflache antibat, siehe I. Mitteilung.) 

L. Reiner hat selbst ausdriicklich betont, daB die Tanninbindung 
lediglich in ihrer Wirkung mit der Antikérperbindung verglichen werden 
darf und in nur unvollkommener Weise als Modell der Antigen-Anti- 
kérperreaktion selbst dienen kann, da eine der wichtigsten Eigenheiten 
der letzteren, die Spezifitat, im Modellversuch nicht in Erscheinung tritt. 
Fiir den spezifischen Verlauf der A + S-Reaktion ist die chemische 
Konstitution der Komponenten maBgebend und es miiBte deshalb ein 
Modell fiir diese Reaktion unter den chemischen Reaktionen gesucht 
werden. Eine chemisch-mathematische Behandlung der A + S-Reaktion 
auf der Basis der Chemie der Komplexverbindungen wurde von Heidel- 
berger und Kendall (13) unternommen. Es ist uns leider nicht méglich, 
an dieser Stelle auf jene aufschluBreichen Untersuchungen ausfihrlich 
einzugehen. Fiir unsere weiteren Uberlegungen ist es wichtig festzustellen, 
daB die Betrachtungsweise Heidelbergers keineswegs im Widerspruch zur 
Dehydratationstheorie Reiners steht, da es sich bei letzterer nicht — wie 
man infolge der Bezeichnung ,,Dehydratation’’ glauben kénnte - 
lediglich um einen Entzug des Hydratationswassers handelt (wie z. B. 
beim Aussalzen hydrophiler Kolloide), sondern um eine Bildung von 
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Verbindungen, welche weniger wasserléslich und damit weniger hydra- 
tisiert sind als deren Komponenten. Diese Abnahme der Hydratation 
wird sich im Falle der Prazipitinreaktion in einer Bildung feindisperser 
Fallungen und, falls die betreffenden Verbindungen an der Grenzflache 
von Bakterien oder Erythrocyten zur Entstehung kommen, in einer 
Erhéhung des kritischen Flockungspotentials manifestieren. Leider 
existiert bis jetzt noch keine Methode fiir die Messung der Spannung an 
der Grenzfliche von Zellen und so kann man die mit der Dehydratation 
verbundene Spannungszunahme nicht direkt am Objekt nachweisen. 


Eine Hydratationsabnahme einer Grenzfliche gegen Wasser bedeutet 
zwangsliufig auch eine Zunahme der Spannung der betreffenden Grenzflache 
siehe (Ll. Mitteilung). Einer solehen Spannungserhédhung nach Sensibili- 
sierung der Zellen scheint unseres Wissens nur eine Beobachtung zu wider- 
sprechen: St. Mudd und E. B. Mudd (14) konnten feststellen, daB Erythro- 
ceyten, welche an der Grenzfliche einer isotonischen Salzlésung und einer 
nichtwasserigen Fliissigkeit, z. B. Hexan, adsorbiert wurden, leicht in die 
organische Fliissigkeit eindringen, wahrend mit spezifischem Antikérper 
beladene Erythrocyten an der Grenzflache adsorbiert bleiben. Dieses Ver- 
halten ist nur dann verstandlich, wenn man annimmt, das die nicht- 
sensibilisierten Blutkérperchen eine niedrigere Grenzflachenspannung gegen 
die organische Fliissigkeit haben als die sensibilisierten; daraus wiirde folgen, 
da die Spannung der Grenzflache der nichtsensibilisierten Blutkérperchen 
gegen das wiasserige Medium héher wire, als jene der sensibilisierten. Nun 
ist es aber leicht méglich, daB die nichtsensibilisierten Erythrocyten an der 
Grenzflaiche gegen die organische Fliissigkeit eine Anderung in der Konsti- 
tution ihrer Grenzfliche erleiden, nicht aber die mit Antikérper-Globulin 
beladenen, sensibilisierten Zellen. Fiir eine soleche sekundire Verainderung 
an der Phasengrenzfliche spricht auch die Beobachtung von Mudd, daB die 
Erythrocyten erst nach einigem Verweilen an der Grenzflaiche in die nicht- 
wasserige Phase iibertreten. Von Wichtigkeit war die Feststellung, welche der 
Blutkérperchen —— die sensibilisierten oder die nicht sensibilisierten — 
leichter und rascher an der Phasengrenzfliche adsorbiert werden; dariiber 
schreibt jedoch Mudd leider nichts. 

Wir wollen nun untersuchen, ob die Zunahme der Komplement- 
bindung bei steigender Sensibilisierung nicht auf Grund der unter den- 
selben Bedingungen zunehmenden Spannung der adsorbierenden Grenz- 
flichen erklart werden kann. 

Wie aus den Versuchen Rehbinders hervorgeht und wie wir in der 
I. Mitteilung an dem Verhalten von Coffeinlésungen gezeigt haben, ist 
die Grenzflichenaktivitat einer gegebenen Substanz (und damit deren 
Adsorbierbarkeit) auBer von der Konzentration und der Temperatur auch 
von der urspriinglichen Spannung (Initialspannung) der fiir die Ad- 
sorption in Betracht kommenden Grenzfliche abhangig; je niedriger 
diese Initialspannung ist, desto geringer ist die Grenzflichenaktivitat und 
die Adsorption. Umgekehrt wachst mit zunehmender Spannung einer 
Grenzflache stets deren Adsorptionsvermégen fiir einen aktiven Stoff. 
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Ubertragen wir diese Beziehung auf den speziellen Fall der Kom- 
plementbindung, so ergibt sich, dab die bei steigender Sensibilisierung 
(steigender Grenzflachenspannung) beobachtete Zunahme der zur Bindung 
kommenden Komplementmenge ganz allgemeinen Gesetzen der Ad- 
sorption entspricht. 

Da das, was man Komplementbindung nennt -—- naimlich die Ad- 
sorption von Proteinen des komplettierenden Serums — die notwendige 
Voraussetzung fiir jede lytische Komplementwirkung ist, so ist es ver- 
stindlich, daB eine gegebene Menge von komplettierendem Serum um so 
aktiver ist, je starker die betreffenden Erythrocyten oder Bakterien 
sensibilisiert worden waren; die fiir die Lyse einer bestimmten Menge 
Erythrocyten notwendige Menge an komplettierendem Serum wird dem 
Sensibilisierungsgrad umgekehrt proportional sein, was den _ beob- 
achteten Tatsachen entspricht (siehe Abb. 1). 

Wie wir in der I. Mitteilung ausgefiihrt haben, muB es fiir jeden 
grenzflichenaktiven Stoff einen Minimalwert der Spannung jener fiir 
eine Adsorption in Betracht kommenden Grenzflache geben, unterhalb 
welchem der betreffende Stoff nicht mehr grenzflachenaktiv ist und 
folglich nicht mehr adsorbiert wird. (Die Héhe dieser Minimalspannung 
ist allerdings nicht allein von der Molekiilstruktur des betreffenden 
aktiven Stoffes abhangig, sondern auch von anderen Faktoren, wie z. B. 
von dessen Konzentration; siehe I. Mitteilung, Abb. 2 und 3.) Wiirde es 
bei nichtsensibilisierten Zellen zu keinerlei Adsorption von Serum- 
proteinen kommen, so miBte man annehmen, daf deren Initialspannung 
niedriger ist als die den grenzflachenaktivsten Proteinen des Serums 
zugeordnete Minimalspannung der adsorbierenden Grenzflache. An- 
scheinend kommt es jedoch auch bei nichtsensibilisierten Erythrocyten 
zu einer gewissen, wenn auch geringfiigigen und reversiblen Adsorption 
von Serumproteinen — es kommt nur nicht zu jener mit Komplement- 
bindung bezeichneten weitgehend irreversiblen Anlagerung, d.h. zur 
Ausbildung einer Grenzflaichenschicht denaturierter Serumproteine. 
Die sogenannte Denaturierung einer Grenzflachenschicht, welche auch 
an anderen Grenzflachen eintritt (15), ist wohl einer gesteigerten gegen- 
seitigen Reaktionsfahigkeit der orientierten Molekiile zuzuschreiben ; sie 
wird folglich von der Intensitaét jener Krafte abhangig sein, welche die 
Molekiile gegen die Krafte der Warmebewegung zu einer orientierten 
Anlagerung zwingen. Die Ursache dieser Krafte, namlich die Abnahme 
der freien Grenzflachenenergie bei orientierter Anlagerung, ist auBer von 
der Struktur der zur Adsorption kommenden Molekiile auch von der 
urspriinglichen GréBe dieser Energie, d. h. von der initialen Grenzflachen- 
spannung abhangig. Je hoéher die letztere ist, desto gréBer ist die Ad- 
sorptionstendenz und desto eher wird es zu einer Denaturierung der 
adsorbierten Proteine kommen. 
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Es ist also nicht notwendig, fiir den als Komplementbindung be- 
zeichneten Vorgang spezifische Affinitaten des A + S-Komplexes ver- 
antwortlich zu machen, da die nach Sensibilisierung eintretende Er- 
hohung der Grenzflachenspannung der betreffenden Erythrocyten oder 
Bakterien das Eintreten dieser Komplementbindung zwanglos erklaren 
kann. 


Wir haben friiher noch einen Versuch Bordets erwahnt, in welchem 
gezeigt wird, daB es unméglich ist, einem komplettierendem Serum die 
gesamte Komplementwirkung durch Digerieren mit einem Uberschub 
von Zellen mabiger Sensibilisierung zu entziehen, daB aber starker 
sensibilisierte Zellen aus einem derartig behandelten Serum noch 
Komplement binden und gelést werden. Zu dieser Eigenheit der Kom- 
plementbindung muB es zwangslaufig dann kommen, wenn die Proteine 
des Serums, welche als Mittelstiick fungieren (Globuline), Unterschiede 
in bezug auf ihre Grenzflachenaktivitaét aufweisen. Fir die aktivsten 
Proteinmolekiile wird die Grenzflichenspannung der maBig sensibili- 
sierten Zellen bereits geniigend hoch sein, um eine Ausbildung der friiher 
erwahnten Adsorptionsschicht zu erméglichen, nicht aber fiir die weniger 
aktiven Molekiile, die dazu eine héhere Initialspannung der Zellgrenz- 
fliche benétigen wiirden. Eine feste Anlagerung der letzteren ist erst dann 
méglich, wenn die Initialspannung der Zellgrenzflache durch weitere 
Antikérperbindung erhéht wurde. Wie Mutzenbecher mit Hilfe der 
Svedbergschen Ultrazentrifuge (16) und Elford mittels Ultrafiltration (17) 
nachgewiesen haben, sind die Globuline tatsachlich nicht von einheitlicher 
Struktur. (Nach den neueren Untersuchungen Svedbergs gibt es 
mindestens vier verschiedene ,,Globulinmolekiile‘‘, welche im Serum frei 
vorkommen). Die gréBten Molekiile werden am wenigsten léslich und 
da die Léslichkeit der Grenzflachenaktivitat antibat ist — am starksten 
grenzflichenaktiv sein. Es ist auch anzunehmen, da gerade die gréBten 
Molekiilkomplexe am leichtesten zerstérbar und damit auch weniger 
hitzebestindig sind. An Grenzflachen niederer Spannung werden vor- 
wiegend diese Molekiile adsorbiert werden, d. h. die grenzfldchenaktivsten 
Proteinkomplexe des Serums miissen die Rolle des Komplementmittelstiicks 
iibernehmen. 


Nicht allein das Verhalten von komplementaktivem Serum gegen- 
iiber sensibilisierten und nichtsensibilisierten Zellen kann mit Hilfe der 
erwahnten Abhangigkeit der Adsorption von der Initialspannung der 
betreffenden Grenzflache erklart werden, sondern auch die Abhangigkeit 
der Komplementbindung vom Wachstumstyp der Bakterien. Unter 
bestimmten Versuchsbedingungen bindet der Typ R die Komplement- 
proteine, nicht aber der Typ 8S. Bakterien vom Typ R werden im Gegen- 
satz zu denen vom Typ S bei Zusatz geringer Salzmengen agglutiniert ; 
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sie haben ein héheres kritisches Flockungspotential. Dies besagt, dai 
Bakterien vom Typ & weniger hydratisiert sind, und daB deren Grenz- 
flache gegen das Suspensionsmittel héher sein muB, als bei den ent- 
sprechenden Bakterien vom Typ S. Damit mu8 aber auch die Ad- 
sorptionstendenz der Serumproteine an die Grenzflache des Typ R gréBer 
sein als an die entsprechende Grenzflache des Typ 8. 


Fiir das Eintreten der Phagocytose ist ebenfalls die Grenzflachen- 
spannung der Bakterien maBgebend. Virulente Bakterien sind sehr oft mit 
einer Hiille stark hydratisierter Polysaccharide umgeben und werden deshalb 
eine sehr geringe Grenzflachenspannung gegen das Suspensionsmittel haben, 
so daB ein Kontakt mit der Grenzflaiche keine oder nur eine geringe Abnahme 
der freien Grenzflichenenergie bewirken kann: solche Bakterien werden an 
der Grenzfliche der Phagocythen nicht kleben bleiben. Die Rolle der 
Grenzflachenspannung und Hydratation fiir die Phagocythose wurde be- 
reits von Reiner ausfiihrlich dargelegt (18). 


Wir wollen an dieser Stelle noch kurz auf einen manchmal vor- 
gebrachten Einwand gegen die Annahme normaler Adsorptionsvorgange 
bei der Komplementbindung durch den spezifischen A + S-Komplex ein- 
gehen. H. Eagle sagt z. B. in den SchluB8betrachtungen seiner schénen 
Untersuchungen tiber die Komplementbindung, daB es nicht leicht ver- 
standlich ist, warum eine Suspension von sensibilisierten Zellen rascher 
und mehr Komplement adsorbiert als eine Suspension von Kaolin oder 
Mastix von ahnlicher Teilchenzahl und GréBe. Er versucht diese Tat- 
sache durch eine bienenwabenahnliche Struktur der Zellgrenzflache 
und die damit bedingte Flachenvergr6éBerung zu erklaren. Eine derartige 
Struktur konnte aber bis jetzt weder nachgewiesen werden, noch besteht 
ein anderer Grund zu deren Annahme als einzig die Notwendigkeit einer 
Erklarung der abnorm hohen Komplementbindung. Kaolin, Mastix usw. 
gehéren zu den hydrophoben Suspensionen, welche ein hohes kritisches 
Flockungspotential haben und demnach eine verhaltnismaBig hohe 
Grenzflachenspannung gegen das wisserige Suspensionsmittel besitzen 
miissen : diese Spannung ist jedenfalls wesentlich héher als die Spannung 
der Grenzflache der sensibilisierten Bakterien und Erythrocyten. Die 
letzteren werden, wie wir vorher ausgefiihrt haben, infolge dieser 
niedrigen Spannung nur die grenzflichenaktivsten Molekiile oder 
Molekiilkomplexe des Serums adsorbieren —- eben jene, welche nach 
Adsorption die bekannten Komplementwirkungen auslésen. Fir die 
Grenzflaichen der Kaolin- und Mastixteilchen werden dagegen samtliche 
Proteine des Serums aktiv sein, und wenn auch die grenzflachenaktivsten 
vorwiegend adsorbiert werden diirften, so kommt es doch sicher nicht zu 
einer derartigen Auswahl der aktivsten Molekiile, wie an Grenzflachen 
niedriger Spannung. Es wurde iibrigens nachgewiesen, da an Kaolin 
auch das ,,Endstiick*’ adsorbiert wird [Amako (19)}. 
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Zusammenfassung. 

Die Verdinderungen, welche antigene Zellen nach Bindung des 
spezifischen Antikérpers erleiden, machen die Annahme einer Erhéhung 
der Grenzflachenspannung nach Sensibilisierung notwendig. Fa8t man 
im Sinne der Theorie Heidelbergers die Antigen-Antikérperreaktion als 
Bildung chemischer Komplexverbindungen auf, deren Léslichkeit 
innerhalb gewisser Grenzen mit relativ zunehmender Antikérpermenge 
progressiv absinkt, so mub, da diese Reaktion an der Zellgrenzflache 
stattfindet, die Grenzflichenspannung mit zunehmender Sensibili- 
sierung progressiv ansteigen (die Hydratation einer Grenzflache ist 
deren Spannung gegen Wasser antibat). 

Diese Spannungserhéhung muB (im Sinne der in der I. Mitteilung 
vorgebrachten allgemeinen Bedingungen fiir die Adsorption an Grenz- 
flichen verschiedener Spannung) zur Folge haben, da um so mehr 
Komplementproteine (Mittelstiick) gebunden werden, je starker sensibili- 
siert worden war — was experimentell festgestellt wurde. 

Die Abhangigkeit der Adsorption von der Spannung der adsor- 
bierenden Grenzflache (I. Mitteilung) kann weiterhin erklaren: 

1. Warum es erst nach Sensibilisierung der Zellen und Bakterien 
zur _Komplementbindung kommt. 

2. Warum ein mit einem Uberschu8 mabig sensibilisierter Erythro- 
cyten behandeltes Serum fiir Erythrocyten gleicher Sensibilisierung 
inaktiviert erscheint, jedoch starker sensibilisierte Zellen noch zu lésen 
vermag. 

3. Warum der Bakterientyp R die Komplementproteine leichter 
bindet als der Bakterientyp S. 

‘4. Warum hydrophobe Suspensionen bei annahernd gleichem 
AusmaB der adsorbierenden Grenzflachen weniger Komplement binden 
als der spezifische Antigen-Antikérperkomplex. 

Andererseits ist uns keine Erscheinung bekannt, welche einer An- 
nahme normaler Adsorptionsvorginge bei der Komplementbindung 
widersprechen wiirde. 

Es sind die grenzflichenaktivsten Proteinmolekiile des Serums, 
welche als Komplementmittelstiick primar gebunden werden. 
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Quantitative Bestimmung 
des Vitamins D auf kolorimetrischem Wege. 
Von 
Hariklia Tzoni. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Graz.) 
(Eingegangen am 12. Juni 1936.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Da man bisher keine chemische Methode zum Nachweis des anti- 
rachitischen Vitamins D kannte, war man auf die langwierigen und kost- 


spieligen biologischen Bestimmungsverfahren angewiesen. Es schien daher 


von Bedeutung, einen Weg zu finden, der einen einfachen Vitamin D- 
Nachweis gestattet. 

Auf Anregung von W. Halden versuchte ich das als konden- 
sierendes Agens bekannte wasserfreie Aluminiumchlorid. Bei der Suche 
nach der Reaktion ging ich vonder Annahme aus, daB hohe Temperaturen 
vermieden werden miBten (iiber 100°C), durch welche das Vitamin D 
zerstért wird, und da die in Frage kommenden Substanzen in méglichst 
konzentrierter Lésung reagieren sollten, also beim Ubergang aus dem 
gelésten in den festen Zustand. So gelangten wir zu einer Reaktion, die 
bei Verwendung von Alwminiumchlorid allein zu einer tiefgriinen Farbe 
fiihrt, wahrend bei Zusatz von Pyrogallol eine prachtvolle rotviolette 
Fdrbung entsteht. 

Diese Reaktion ist insofern spezifisch fiir Vitamin D, als bei der 
gleichen Behandlung Phytosterin, Cholesterin, Ergosterin und Lumi- 
sterin keine Farbung zeigen!. Suprasterin II (Ad. Windaus) ergibt 
eine leichte Farbung, die jedoch auch bei Verwendung gréBerer Mengen 
einen viel schwacheren Farbton aufweist als der mit Vitamin D erhaltene. 


A. Vorbereitung der zu untersuchenden Substanzen. 


Wenn das Vitamin D rein oder in geléster Form (absoluter Alkohol, 
Benzol, Petrolither, Chloroform) vorhanden ist, kann man die Reaktion 
sofort ausfiihren. Ist das Vitamin aber in Fett gelést, so mu zuerst eine 
Verseifung des Fettes durchgefiihrt werden. Dann schiittelt man die Seifen- 
lésung mit Petrolather (unter 45° siedender Anteil) viermal und wascht die 
Petrolatherlésung mit einer Alkohol-Kochsalzlésung (1 Teil Alkohol +- 1 Teil 
10 %iger Kochsalzlésung) dreimal; die Waschfliissigkeit wird mit frischem 
Petrolither geschiittelt und diese Lé6sung wieder gewaschen. Dann trocknet 
man die vereinigten Petrolatherausziige mit wasserfreiem Natriumsulfat, 
worauf man das Lésungsmittel im Vakuum unter Durchleiten von Kohlen- 


1 Vol. W. Halden u. H. Tzoni, Nature (London) 137, 209, 1936. 
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dioxyd abdestilliert. Den Riickstand trocknet man im Vakuum iiber Schwefel- 
siure und lést ihn in einem der folgenden Lésungsmittel: abs. Alkohol, 
Benzol, Chloroform oder Petrolather. Aceton, Trichlorathylen, Methyl- 
alkohol, Acetaldehyd sind zu vermeiden. 

Wenn dem Vitamin D Sterine in mibigen Mengen beigemengt sind, 
wird die Reaktion nicht gestért; sind sie jedoch im Verhaltnis zum Vitamin 
in sehr groBen Mengen vorhanden, so fallt man sie mit 1 °,iger alkoholischer 
Digitoninlésung, filtriert dann die Sterindigitonide und wascht sie mit 
Caminadelésung (73 Teile Aceton, 18 Teile Wasser und 9 Teile abs. Alkohol). 
Das Filtrat wird mit dem gleichen Volumen einer 10 °,igen Kochsalzlésung 
versetzt und das Vitamin D mit Petrolather ausgeschiittelt. Die Petrol- 
atherlésung behandelt man wie oben. 

Auch Vitamin A, Carotin u. a. reaktionsfahige Stoffe, wie sie z. B. im 
Lebertran vorkommen, miissen quantitativ entfernt werden. 


B. Ausfithrung der Reaktion. 
1. Vitamin D und Aluminiumchlorid. 

In ein reines, sorgfaltig getrocknetes Reagensrohr gibt man die 
vitaminhaltige Lésung, deren Volumen nicht mehr als 2 ccm betragen 
soll. GréBere Mengen des Lésungsmittels werden schonend unter Ein- 
leitung von trockenem Kohlendioxyd eingeengt. 

Das Reagensglas wird dann in ein Wasserbad (Becherglas) ein- 
gehaéngt, das Lésungsmittel bis auf einige Zehntel Kubikzentimeter 
abgedampft und darauf nach Zusatz emiger Tropfen einer frisch be- 
reiteten alkoholischen Lésung von wasserfreiem Aluminiumchlorid 
wieder im Wasserbad erwarmt. Nach einiger Zeit beginnen etwas iiber 
dem Boden des Reagensglases Krusten von griiner Farbe zu entstehen. 
Bei fortgesetzter Erwarmung verbreitet sich diese Farbung iiber den 
ganzen Boden des Reagensrohres. 


2. Vitamin D, Aluminiumchlorid und Pyrogallol, 

Ein reines, trockenes Reagensglas wird mit der vitaminhaltigen 
Lésung (héchstens 2cem) beschickt, und einige Tropfen einer alkoholi- 
schen Lésung von Pyrogallol werden hinzugefiigt. Man taucht in ein 
kochendes Wasserbad (Becherglas) und dampft das Lésungsmittel bis 
auf einige Zehntel Kubikzentimeter ab. Darauf fiigt man einige 
Tropfen des Aluminiumchloridreagens hinzu und erwarmt weiter im 
siedenden Wasserbad. Nach einigen Sekunden beginnt bei Anwesen- 
heit von Vitamin D die Bildung von rotviolett gefarbten Krusten etwas 
oberhalb des Bodens des Reagensglases. Allmahlich farbt sich der 
ganze Boden tiefviolett. Das Reaktionsprodukt ist in abs. Alkohol 
mit lilaroter bis rotvioletter Farbe léslich. 

Die untere Nachweisgrenze liegt fiir reines Vitamin D bei ungefahr 
0,002 mg. 

Zum Gelingen der Reaktion ist es unbedingt nétig, das die in Ver- 
wendung kommenden GefaBe absolut trocken und auch simtliche Reagenzien 
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vollkommen wasserfrei sind. Das Aluminiumchlorid darf héchstens einige 
Tage alt sein. 

Die Lésungen von Aluminiumchlorid und Pyrogallol diirfen nicht gleich- 
zeitig zur alkoholischen oder benzolischen Lésung des Vitamins gebracht 
werden, weil diese beiden Reagenzien in alkoholischer oder benzolischer 
Losung auch bei Abwesenheit von Vitamin D bei Erhitzen eine Rosafirbung 
zeigen. Auch darf man nicht zuerst Aluminiumcehlorid und dann Pyrogallol 
anwenden, weil, wie schon oben erwahnt, Aluminiumchlorid mit Vitamin D 
eine Farbreaktion gibt. 


? 


3. Bereitung der Lésungen. 


a) Pyrogalloll6sung. 0,1 °%ige Lésung von reinem Pyrogallol, in abs. 
Alkohol in einem Tropfflaschchen aufzubewahren. 

b) Aluminiumchloridlésung. Man wiegt schnell einige méglichst groBe 
Stiicke von wasserfreiem Aluminiumchlorid (sublimiert, ,,zur Synthese** 
E. Merck) in einem Erlenmeyer-Kélbchen und fiigt so viel abs. Alkohol 
hinzu, daB die Lésung 10°,ig ist. Dieses Kélbchen wird mit einem Chlor- 
caleciumaufsatz verschlossen und dann solange vorsichtig geschiittelt, bis 
alles gelést ist; hierauf filtriert man die Lésung rasch in ein Tropfflaschchen, 
das man gut verschlieBt. 


C. Ausfiihrung der quantitativen Bestimmung. 


Die Farbreaktion des Vitamins D mit Pyrogallol und Aluminium- 
chlorid habe ich zur quantitativen Bestimmung des Vitamins D mittels 
eines Kolorimeters (Chromophotometer von Plesch) verwendet. 


1. Vergleichslésung. Als Vergleichslésung dient eine Mischung von 
1 cem einer Saéurefuchsinlésung von 0,01 g in 1000 cem destilliertem Wasser 
und 2 ccm einer Renolschwarzlésung (,,Renolschwarzextra‘*, Weiler ter Meer), 
von 0,09 g in 1000 cem destilliertem Wasser. 3 cem dieser Mischung werden 
mit 20 cem destilliertem Wasser verdiinnt. Mit dieser Vergleichslésung kann 
man auch noch 0,02 mg Vitamin D bestimmen. 

2. Menge der Reagenzien. Gepriiftt wurde die Einwirkung von 2 bis 
20 Tropfen Pyrogallollésung, namlich 0,050 bis 0,500 mg, da ein Tropfen 
unserer Tropfflasche 0,025 mg Pyrogallol entspricht. Es hat sich gezeigt, dafs 
in diesem Bereich die Menge des Pyrogallols keine Rolle spielt. 

Ebenso wurde die Einwirkung von | bis 10 Tropfen Aluminiumchlorid- 
lésung gepriift, entsprechend 25 bis 250 mg. Dabei zeigte sich, daB 1 Tropfen 
nicht geniigt, 3 bis 4 Tropfen das beste Resultat ergaben und mehr als 
5 Tropfen wohl dieselbe Farbintensitat erzeugten, das Reaktionsprodukt 
jedoch im letzteren Falle sehr schwer in abs. Alkohol léslich war. Alte 
Aluminiumchloridlésungen zeigen schwachere Wirkung und dadurch mangel- 
hafte Ergebnisse. 

3. EinfluB der Reaktionszeit. Es ergab sich, daB vom Augenblick der 
ersten Krustenbildung gerechnet nach 4 Minuten die gré8te Farbintensitat 
auftritt. Die Lésung des so gebildeten Farbstoffs in abs. Alkohol bleibt bei 
AusschluB von Sauerstoff (Gummistopfen) wahrend einer Stunde konstant. 
Die Farbe, die nach kiirzerem Erwarmen (bis 3 Minuten) entsteht, ist 
schwacher und bleibt nicht im gleichen MaBe konstant. Wird jedoch langer 
als 5 Minuten erwarmt, so verschwindet allmahlich der Farbstoff, und schon 
nach 1 Stunde ist von der Farbe nichts mehr zu sehen. 

Die Ergebnisse verschiedener Reaktionszeiten zeigt das Diagramm 
Abb. 1. 
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4. Kolorimetrische Bestimmungen. ir den kolorimetrischen Ver- 
gleich wurden stets 2 cem der Vitaminlésung, 5 Tropfen Pyrogallol- und 
3 Tropfen Aluminiumchloridlésung verwendet: die Reaktionsdauer 
betrug 4 Minuten. Die Lésungen der reinen Vitamin D-Praparate 
(Prof. Windaus, Sir Henry Dale bzw. Glaxo Laboratories Ltd., 
London) enthielten 0,02 bis 0.2 mg (vgl. Tabelle I). Das bei der 
Reaktion gebildete gefarbte Produkt wird in 5cem Alkohol gelést, 
wobei durch gelindes Schiitteln vollstandige — nm 
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Die oben genannten Praparate  ver- 
Abb. 1. Vitamin D-Lésung in 
einer Konzentration von 
tativen Bestimmung nahezu dieselben Werte. 012mg pro cem. 


schiedener Herkunft ergaben bei der quanti- 


Die Ergebnisse der kolorimetrischen Be- 
stimmung haben gezeigt, dal keine lineare Beziehung zwischen der 
Konzentration der Lésung und der Farbintensitat besteht. Wir be- 
dienten uns daher einer empirischen Skala. 


Tabelle I. 





Vitamin D Kolorimeter Vitamin D Kolorimeter Vitamin D Kolorimeter 
Kongentration Schichthéhe | Konzentration Schichthéhe | Konzentration Schichthéhe 
in mg in mm in mg in mm in mg in mm 
0,02 14,1 0,07 4,4 0,15 2,1 
0,03 9,1 0,08 4,1 0,18 1,6 
0,04 6,8 0,09 3,5 0.20 1,1 
0,05 5,6 0,10 31 
0,06 5,0 0,13 2,5 








Die besten zahlenmaBigen Ergebnisse wurden im Bereich von 
0,05 bis 0,l mg Vitamin D gewonnen. 

Aus der Tabelle II ist zu entnehmen, welche Materialien fiir die 
Untersuchung verwendet wurden. Bei meinen Untersuchungen habe 
ich die in den éligen Lésungen enthaltenen Sterine nicht entfernt. Der 
unverseifbare Riickstand nach der Petrolaétherdestillation wurde stets 
in absolutem Alkohol gelést. 

Tabelle II. 





Vitamin D in mg pro cem 


Nr. Untersuchungsmaterial EA AMAL REE SEER 
berechnet gefunden 

1 Po: wee . rs { 0,3 0,25 

9 | Reines Vitamin D in Olivenédl . . 03 03 

3 MES. oe 5 fig it 0,3 a 

4 Be 0,3 0.4 

5 | WaMeONI <p oae sw ee 03 035 
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5. Wirkung des Suprasterin II bei der quantitativen Bestimmung von 
Vitamin D. 0,1 mg Vitamin D wurde mit steigenden Mengen von 
Suprasterin II (0,1 bis 0,7 mg) versetzt, dabei wurde keine Anderung 
des quantitativen Ergebnisses beobachtet. Wurden dagegen mehr 
als 0,7 mg Suprasterin verwendet, so traten Stérungen der Reaktion ein. 


Zusammenfassung. 

Die wesentliche Bedingung fiir das Gelingen der Reaktion ist die 
Annahme, von welcher ich ausgegangen bin, daB die zur Reaktion 
kommenden Substanzen Vitamin D, Aluminiumchlorid und Pyrogallol 
in méglichst konzentrierten Lésungen reagieren sollten, also beim 
Ubergang aus dem gelésten in den festen Zustand. 

Das Reaktionsprodukt ist in absolutem Alkohol mit lilaroter 
bis rotvioletter Farbe léslich. Die Intensitét der entstandenen Far- 
bung wird mit einer Vergleichslésung aus einer Mischung von Saure- 
fuchsinlésung und Renolschwarzlésung mit einem Kolorimeter durch- 
gefihrt. 











Das Verhalten der Amylase 
beim Seidenspinner unter ungiinstigen Lebensbedingungen. 
Von 
Kazuo Yamafujji. 
(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Kaiserlichen Universitat, 
Fukuoka.) 
(Eingegangen am 3.Juni 1936.) 


Die Tatsache, daB die Enzymwirkung in den Geweben durch 
Erkrankungen charakteristisch beeinfluBt wird, lenkte meine Auf- 
merksamkeit auf die Frage der Abhangigkeit der Enzymtatigkeit im 
tierischen Organismus von ungiinstigen, aber nicht pathologischen 
Lebensumstanden. Bei Bombyx mori scheint diese Frage auch vom 
praktischen Standpunkt aus groBe Bedeutung zu besitzen, da Unter- 
suchungen in dieser Richtung méglicherweise zur Verbesserung der 
Seidenraupenzucht beitragen kénnen. Eine genaue Kenntnis des 
Verhaltens der Enzyme im Raupenkérper bei verschiedenen Lebens- 
bedingungen kann zur Beurteilung des Gesundheitszustandes einer 
Raupengruppe und folglich auch zur Auswahl der vollkommen gesunden 
Individuen sowie zur Heranziichtung staérkerer Rassen dienen. 

Unter diesem Gesichtspunkt habe ich die Untersuchung des Ver- 
haltens der an der Verdauung sowie dem Stoffwechsel des Seidenspinners 
hauptsachlich beteiligten Enzyme unternommen. Fiir meine Unter- 
suchungen wahlte ich zunéchst die Amylase; denn der Amylasegehalt 
des Verdauungssaftes und des Blutes der Larve ist, wie in der vorigen 
Mitteilung gezeigt wurde!, bis zu einem gewissen Grade mit der Kérper- 
stirke der Rasse gleichlaufend. Die Raupen wurden bis zur vierten 
Hautung unter normalen Umstanden aufgefiittert. Nach der vierten 
Hautung teilte ich sie in drei Gruppen. Die erste Gruppe wurde weiter 
in normaler Weise aufgezogen, die zweite im ersten Stadium des- 
selben Alters 24 Stunden lang hungern gelassen und die dritte wahrend 
des ganzen gleichen Alters unter ungeniigender Liiftung und betracht- 
licher Feuchtigkeit gefiittert. In den Perioden des Puppen-, Schmetter- 
lings- und Eilebens wurden diese drei Gruppen wieder unter normalen 
Bedingungen geziichtet. Zu verschiedenen Zeitpunkten ihrer Ent- 
wicklung bestimmte ich die Amylasewirkung im Kérper, wobei stets 
nur die gesunden Individuen aus jeder Gruppe verwendet wurden. 
Es ergab sich dabei, daB wahrend der ungiinstigen Ziichtung die amylo- 
lytische Wirksamkeit des Blutes und des Verdauungssaftes bei den noch 


1K. Yamafuji, I. Hiraiwa u. S. Goto, diese Zeitschr. 286, 229, 1936. 
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nicht erkrankten, normalen Larven betrachtlich abnimmt, daf diese 
Abnahme in der darauffolgenden Periode der wieder unter normalen 
Umstanden geziichteten Puppen oder Schmetterlinge noch nichv wett- 
gemacht ist, und ferner, dal die Eier der zur zweiten bzw. dritten 
Gruppe gehorigen, enzymarmen Schmetterlinge eine schwachere Amylase- 
wirksamkeit besitzen als diejenigen der zur ersten enzymreichen Gruppe 
gehérigen. Nach diesen Ergebnissen besteht die Méglichkeit, durch die 
vergleichende Bestimmung der Amylasewirksamkeit im Kérper des 
Seidenspinners eine Depression seiner Vitalitat zu erkennen, auch wenn 
noch keine auBeren Erkrankungsanzeichen vorhanden zu sein scheinen. 
Dab die oben erwahnten, auf die zweite oder dritte Gruppe angewandten 
Ziichtungsbedingungen wenigstens wahrend dieser Ziichtung eine Stoff- 
wechseldepression im Raupenkérper hervorbringen, ist aus den Arbeiten 
von uns! und von Fujii? ersichtlich. Biologisch sehr interessant ist aber 
die Tatsache, daB eine einmal geschadigte physiologische Funktion, 
wie die Amylasewirkung, im Kérper eines Tieres sein ganzes Leben 
hindurch, ferner sogar in der nachsten Generation, d.h. selbst in der 
Zeit des Eistadiums nicht vollkommen wiederhergestellt wird. 


Experimenteller Teil. 


Das Verhalten der Amylase im Verdauungssaft. Es wurden zwei Original- 
rassen benutzt: Japan-111 und China-107. Ansatz zur Bestimmung der 
Verzuckerungskraft des Digestionssaftes der Seidenraupen: 20 cem 3 %ige 
Starkelésung, 5cem m/15 Pufferlésung (Glykokollgemisch nach Sérensen, 
Pu = 8,7), 4 cem 0,85 %Gige NaCl-Lésung und 0,2 cem Verdauungssaft. Nach 
24 Stunden bei 30° wurde der entstandene Zucker nach Bertrand bestimmt. 
Der Digestionssaft muB sofort nach dem Entnehmen verwendet werden, da 
sich sonst seine amylolytische Wirksamkeit bedeutend vermindert. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle I zusammengefaBt. 


Tabelle I. 





Ht V. Alter der Larve 





Gruppe a it 4. Tag 5. Tag 
mg Maltose mg Maltose 
I 83.5 73,5 
II 73,4 69,3 
Il 36,5 59,3 


Das Verhalten der Amylase im Blute. Bestimmt wurde die Amylase des 
Blutes der Larve, der Puppe und des Schmetterlings. Zu diesem Zweck 
wurden 20cem 3°%ige Starkelésung mit 3cem m/5 Phosphatpuffer 
(pu = 6,8), 1,6cem 0,85 %iger NaCl-Lésung und 0,4ccm Blut versetzt. 


1K. Yamafuji, I. Hiraiwa u. S. Goto, diese Zeitschr. 286, 229, 1936. 
2 O. Fujii, Kumamoto-S. 8. H. 8, 151, 1931. 
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Reaktionsdauer 24 Stunden bei 30°. Zuckerbestimmung nach Bertrand. 
Ergebnisse dieser Versuchsreihe siehe Tabelle I. 


Tabelle II. 
Japan-111. 





Larve nach der 4. Hautung Puppe Falter 
Gruppe 8 Tag | 4.Tag | 5. Tag kt | 2. Teg 
mg Maltose mg Maltose mg Maltose mg Maltose mg Maltose 
I 42.5 28,0 31,5 43,4 46,6 
II 40,9 13,4 28.0 28,9 39,9 
lil | 34,4 19,8 23,3 _ 


China-107. 





Larve nach der ' ; eee 
4. Hiutung Puppe Falter 
Gruppe 3. Tag 1. Tag 4. Tag 7. Tag 1. Tag 
mg Maltose mg Maltose mg Maltose mg Maltose mg Maltose 
I | 54,0 79,0 71,5 71.4 71,2 
3 48,1 68,4 68,2 onto 64,0 
Ill || 51,3 57,5 47,2 68,1 58.6 


Das Verhalten der Amylase #m Ei. Die im Sommer abgelegten Eier 
wurden nach der Uberwinterung bei 25° bebriitet. Im ersten Stadium der 
Bebriitung verglich ich die Amylasewirksamkeit der Eier der drei ver- 
schiedenen Gruppen. Bereitung der Enzymlésung: 1,5g Eier mit Ig 
Quarzsand zerrieben, sodann 10 ccm Wasser und einige Tropfen Toluol 
hinzugefiigt, 24 Stunden bei 25° stehen gelassen und hierauf zentrifugiert. 
Bestimmungsansatz: 10 cem 3° ige Starkel6sung, 1 cem m/5 Phosphat- 
puffer (py = 6,8), leem nNaCl-Lésung und 7cem Enzymlésung. Nach 
24 Stunden bei 25° wurde die Zuckerbestimmung in der iiblichen Weise 
durchgefiihrt. Die Zahlen sind in Tabelle III angegeben. 


Tabelle III. 





Bebriitung des Eies 





Gruppe 3. Tag 5. Tag 


mg Maltose mg Maltose 


Japan-111. 


I 24.0 25,1 
II 23,0 23,9 
III 13,9 17,1 

China-107. 

I 60.5 59,2 

II 60,2 


c 


S | 
~I 


Ill 50,9 








iber Fibrinolyse. 
V. Mitteilung'!: 
Von Max Rosenmann. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der Pearsonstiftung, Wien.) 


(Eingegangen am 15.Juni 19367.) 


In den friiheren Arbeiten wurde berichtet, daB sich aus dem Fibrin- 
autolysat eine Substanz teilweise rein darstellen léB8t, die auf Fibrin 
lésend wirkt. Diese Substanz wurde Thrombolysin genannt. Bei einem 
Drittel Sattigung mit Ammonsulfat wird die Substanz aus dem Fibrin- 
autolysat gefallt. Bei der Dialyse des Autolysats gegen destilliertes 
Wasser fallt das Thrombolysin mit den Globulinen aus und JaBt sich mit 
verdiinnter Kochsalzlésung wieder in Lésung bringen. Eine ahnliche 
Substanz konnte auch im Autolysat von Organen wie Leber, Milz, Niere, 
Lunge und Herz nachgewiesen werden. 

In Exsudaten sowie im Blutserum konnte andererseits eine Substanz 
nachgewiesen werden, die die Fibrinolyse hemmt. Diese Substanz wurde 
Thromboligin genannt. Sie wird bei Halbsattigung mit Ammonsulfat 
gefallt, bei der Dialyse gegen destilliertes Wasser bleibt sie in Lésung. Das 
Thromboligin wurde sowohl im Serum als auch in den PreBsaften von 
Organen wie Milz, Lunge, Leber, Schilddriise, Herz und Niere nach- 
gewiesen. Ganz besonders reich an Thromboligin sind tuberkulése 
Pleuraexsudate. Im iibrigen sei auf die friiheren Arbeiten verwiesen, wo 
die Eigenschaften dieser zwei fermentartig wirkenden Koérper naher ge- 
schildert sind. 

Die klinische Auswertung dieser Erkenntnisse erheischte es, zu- 
nachst festzustellen, ob das Thrombolysin nur ein Produkt der Zersetzung 
des Fibrins oder ob es schon im frischen Blut, bzw. Serum, nach- 
weisbar ist. Die Beantwortung dieser Frage schien mir darum von be- 
sonderem Interesse, weil wir dadurch AufschluB iiber viele pathologische 
Prozesse gewinnen kénnten. Bei hinreichender Menge des Ferments wird 
das Exsudat gelést und weggespiilt, bei nicht entsprechender Menge 
bzw. beim Uberwiegen der Thromboliginwirkung, wird das Exsudat bleiben 
und eventuell durch fibrése Organisation zu Verwachsungen fiihren. 
Normalerweise hemmt das Serum die Fibrinolyse und zwar vermége 
seines Thromboligingehaltes. Um zu priifen, ob im Serum Thrombolysin 
enthalten ist, wurde in einer Versuchsanordnung die Fibrinolyse- 
hemmung des unbehandelten Serums mit der hemmenden Wirkung 
des dialysierten Serums verglichen: 


1 Vgl. diese Zeitschr. 112, 98, 1920; 128, 372, 1922; 129, 101, 1922; 
Klin. Wochenschr. 2. Jahrg., Nr. 10. — * Aus auBeren Griinden wurden die 
Untersuchungen erst jetzt weiter fortgesetzt. 
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Sechs Reagensgliser werden mit je 4ccm 3° ,iger Fluornatriumlésung 
und einem gleich groBen Stiickchen Plasmafibrin (siehe friihere Mitteilungen) 
beschickt. Zu fiinf Glasern wird Thrombolysin zugegeben und dann zu je 
zwei Glasern natives Serum, bzw. ein durch Dialyse von seinen Euglo- 
bulinen befreites Serum, zugefiigt. 


Tabelle I. 





Probe Throm- 3 Plasma ae 
cia boly- Hemmungskérper NaFl = ad ines a Anmerkung 
Nr. on eem ecm 24h 36h 48h 60h 
fc - Der Versuch wurde 
1 0,1 | 0,5 cem Serum 4 If — + + +. $24 Std. bei 37°C und 
2 0,1 1,0 cem Serum 4 Ny || - | —| + +) ) dann bet Labora- 
i. | toriums-Temperatur 
3 04 it ie 4 vA wn | ae ausgefiihrt. 
Thromboligin- 
losung 
4 0,1 1,0 cem 4 ay, —-— - 
Thromboligin- 
losung 
5 OL 4 Ye +i +i+i¢ 
St. ~ 4 ae eS Pee el 


Als Thromboliginlésung wird dialysiertes Serum nach Entfernung der 
bei der Dialyse ausgefallenen Globuline bezeichnet. 

Wie aus Tabelle I zu ersehen ist, hemmt das durch Dialyse 
gereinigte Serum starker die Fibrinolyse als das native Serum: offenbar 
wird bei der Dialyse eine Substanz ausgefallt, die die hemmende Kraft 
des Serums zum Teile paralysiert. 

In einem weiteren Versuch wurden die bei der Dialyse des Serums 
ausfallenden Euglobuline mit Kochsalzlésung (0,85°,) gelést und auf 
Vorhandensein von Thrombolysin gepriift. 

Versuchsanordnung: Zu zwei Reagensglisern wird Thrombolysin plus 
Serumniederschlag, zu weiteren zwei Glisern nur Serumniederschlag, zum 
fiinften Glas nur Thrombolysin und zum sechsten Glas gar kein Ferment 


zugegeben. 


Tabelle II. * 





Dureh Dialyse Fibrinolyse 


Probe _. | 3% NaF des Serums Plasma nach: 
Thrombolysin ausgefallene Fibrin a 
Nr. ecm Globuline cem 24h 32h 48h 72h 
1 01 4 0,5 ee gee 
2 0,1 4 1,0 1), + + + + 
3 4 0.5 1 2 + 2 + 
4 - 4 1,0 1, —~{/+/1+/14 
5 0,1 4 — Vy -F + + + 
6 ane 4 ahi 1 . ae oe Aw 


* Der scheinbare Widerspruch zwischen Tabelle | und II riihrt daher, 
daB zu den einzelnen Versuchen verschieden altes Fibrin verwendet wurde. 
Je alter das Fibrin ist, desto rascher verfallt es der Fibrinoly-e. 
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Tale HI 
—j—_ 
2 : 5 6 7 ‘ 
1 2 3 4 ) 8 ) 10 11 ' 1 
PH bach Kolthof 30 | 34/1 38 | 4,2 | 46 | 50 | 54 | 5,8 | 5,91 | 6,47 | 6.81 £-; 8. 
Pr kolorimetrisch * 6 6,5 7.0 7 , - 
Thrombolysin . 0.2 | 021 02 | 02 | 02 | 02/102 | 02102 | 02 | 02 a Pe 
Resultat nach 145... — — — — - — — ; 
aie (24h. —|—|—j—| Fl—) +4) F142 ; 
(Labor.-Temp.)\ 4 one« ig ae mt, MPR Hi i . i rs ? Tht 
* Bestimmt mit Universalindikator von Merck 
Pufferlisungen: Von py 3 _ bis 5,8 0,05 mol. Bernsteinsiure 03 
» Po 591, 84 145 4 KH2PO, 
“415 
> Pu 82 10,0 1/39 4 Borséure + 12/39 mol.k : 
; 10 
> Py 10,17 , 11,36 Myo nHCI nage 
** Von 1 bis 4 bemerkt man ein Schrumpfen des Fibrins, ein ,pyknotisch* werden, off S 
Tabelle IVa. Optimales pu fi 
1 2 3 4 5 6 7 & 
Pu nach Kolthof’* . 3,0 3,4 3,8 4,2 4,6 5,0 5,4 5,8 
py kolorimetrisch nach 
24h ungefaihbr** ... 3 3.5 4 5 9,2 6 6.5 6.5 
Thrombolysin *** 0,2 0,2 0,2 0.2 0,2 0.2 0.2 0,2 
Fibrinolyse nach 124 — - — oo _ - <- 
” a 24h en aie ies nan aay 7 iets 
es 38h Pe ats am via ne 
; ey eee ae . oe a ee 
* Pufferlisungen fiir Tabelle IVa und IVb: 
Von py 3,0 bis 8,0 1/;9 mol. Zitronensiure mit 1/19 mol. Na.H PO, 
> Pu 76 , 9,240,05 . Boraxlisung » i/5 » Bors&ure 
» Py 9,5 4 9,970,005 , . » *he ». eer 


Tabelle IV b. 


Optimales px fiir 


die Fibrinolyse 


usat 





1 2 3 4 

Pu nach Kolthoff... . 3,0 3,4 3,8 4,2 
pu kolorimetrisch nach 

24h etwa. jo kis 3,0 8,2 3,5 4,0 

Thrombolysin 0,2 0,2 0,2 0,2 

Thromboliginlésung . 0,3 0.3 0.3 0.3 


Fibrinolyse nach 125 


2 


” s “ 
88h otis _ ms am 
i a | ee ee ae 


*** 1—4 Fibrin geschrumpft. 


5 6 7 8 

4.6 9,0 5,4 5.8 
»,0 5.5 6.0 6.4 
0,2 0.2 0,2 0,2 
0,3 0,3 0,3 0.3 


10 
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Pah: it 
—e 
Kontrollen 
- 3 | 4 | 18 | 16) 17/18} 19] 90) a | 2 | | | | we 
681 1 8,04 8.2 86 90 94 98 10,0 10,17 10,35 10,55 10,86 11,04 11,86 Natrium- Natrium- 
fluorid fluorid 
‘ 3 %5 3%, 
ag “85 | 7,8 8,5 | 8,5 } 4cecm 4cecem 
0,2 » 02 | 0,2] 0,2! 0,2! 02/02! 02!) 02 | 02 | 02 | 02 | 02 | 02 0.2 
+ + F- ——-}-|-|- -|-|- + 
+ + + 4 - -|- -' -/|-!/- —-|—) + 
+ +h + ]4)4)-/-|F)F/F}]-1]-'-!-!|-) + ~ 
: 0,05 mol. Boraxlisung 
ls » NaoHPO, 
1o Mol. AG 1.) nNaOH 
mol. Nay COx 





Saurewirkung; es kommt aber nicht zur Fibrinolyse. 





11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 
7,0 7,4 7.8 8,0 7,6 7,94 8,2 8,6 8,98 9,24 9,5 9,97 
7 7,5 7,8 8,0 7,8 8,3 8,4 8,5 9 9,0 95 10 
0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0.2 0,2 0,2 0,2 0.2 


sa - | + + 

FF] +) +) +) + 

FF] ej}, tet] +] +) +i) + 

FOF) +] FL +t] te] tit 

** Kolorimetrisch bestimmt mit dem Universalindikator der Osterr. Heilmittelstelle. 

*** Von 1 bis 3 bemerkt man ein Schrumpfen des Fibrins, ein ,pyknotisch* werden, 
oftfenbar eine Sdurewirkung, es kommt aber nicht zur Fibrinolyse. 


b+t+ 
-} 
t 
{ 











| ‘ lee 
usatz von Thrombolysin und Thromboligin. 
10 11 12 me fm le 16 17 18 19 20 21 22 
Bes 7,0 t! |, 78 8,0 7,6 7,94 | 8,2 86 | 898 | 924 9,5 9,97 
" Bro 7,2 7,4 7,5 7,6 16 | 7,8 8 83 | 8,4 9.2 95 | 10 
, “= Bo 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 | 0,2 0,2 0,2 | 02 0.2 0,2 0,2 
Yo Bo3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0.3 03 023 0.3 0.3 0.3 


+-H 
+ | 
+H 
++ | 
ft 
t 
+ 


+H | 
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Wie aus Tabelle Il zu ersehen ist, wird das Fibrin in den mit 
Thrombolysin plus Serumniederschlag beschickten Reagensglasern 
friiher gelést als in jenem Glas, das nur Thrombolysin enthalt. Ebenso 
konnte man in den nur Serumniederschlag enthaltenden Reagens- 
glisern Fibrinolyse, wenn auch etwas verzégert, feststellen. 

Die folgenden Versuche bezweckten den Nachweis, da8 der im 
Serumniederschlag enthaltene lésende Faktor mit dem Thrombolysin 
identisch ist. Zunadchst wurde nachgesehen, ob das optimale px fiir die 
Fibrinolyse durch Thrombolysin iibereinstimmt mit dem optimalen px der 
Wirksamkeit des Serumniederschlages. In den friiheren Arbeiten wurde 
die optimale Reaktion fiir die Fibrinolyse nur ganz grob untersucht. 
Dabei zeigte sich, daB stark alkalische, bzw. stark saure Reaktion 
des Versuchsmediums die fermentative Fibrinolyse hemmt. Im folgenden 
wurde eine genauere Bestimmung des optimalen px versucht. Hierzu 
wurden mehrere Reihen von Pufferlésungen mit verschiedenem px her- 
gestellt, Thrombolysin plus Fibrin zugefiigt und beobachtet, bei welchem 
pu die Fibrinolyse am friihesten eintritt. — Wie in den friiheren Arbeiten 
auseinandergesetzt wurde, ist die Wahl der Elektrolytlésung nicht 
ohne EinfluB auf die Fibrinolyse. Es wurden daher verschiedene 
Pufferkombinationen zwischen pu 3 und px 11 ausprobiert und das 
optimale pu bestimmt. Der Durchschnittswert liegt zwischen py 7,8 
und pu 8,4. Bei diesem Versuch (s. Tabelle If) lag das Optimum 
zwischen 7,5 und 7,8. 

Da sich waihrend der Versuche ergab, daB sich das px der Puffer- 
lésung im Verlauf des Versuchs ein wenig verschiebt, so wurde dasselbe 
nach 24 Stunden mit dem Universalindikator (von Merck oder von der 
Wiener Heilmittelstelle) kolorimetrisch nachgepriift. Die Resultate sind 
in der zweiten Reihe der Tabelle wiedergegeben. 

Weiter wurde nachgepriift, inwiefern ein Thromboliginzusatz das 
optimale pu der Fibrinolyse verschiebt. Hierzu wurden zwei parallele 
Versuchsreihen und zwar mit derselben Pufferlésungskombination, 
in der einen Reihe mit Fibrin plus Thrombolysin, in der anderen Reihe 
mit Fibrin plus Thrombolysin plus Thromboligin, durchgefiihrt. 

Wie aus den TabellenIV A und B zu ersehen ist, hemmt das 
Thromboligin auch bei dem optimalen px teilweise die Fibrinolyse. 
Das optimale pu der Fibrinolyse liegt auch bei Vorhandensein von 
Thromboligin ungefahr an derselben Stelle. Die hemmende Wirkung des 
Thromboligins scheint aber bei starker alkalischer Reaktion des Milieus ab- 
zunehmen (px 9,5dieses Versuchs). Ausden Tabellen IV Aund Bist ferner 
zu ersehen, dab, obwohl das optimale px bei etwa 8,6 liegt, die Wahl der 
Pufferlésung nicht gleichgiiltig ist; die Boraxlésung ergibt schon bei 
pu 7,6 Fibrinolyse zu einer Zeit, wo die Kombination Citronensaéure — 
sekundéres Natriumphosphat noch keine Fibrinlésung zeigt. Be- 
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merkenswert ist nun, daB die optimale Fibrinolysewirkung nicht bei 
jenem px liegt, das normalerweise im Organismus vorhanden ist ; da aber 
die Wirkungsbreite des Thrombolysins, wenn auch verlangsamt, zwischen 
pu 5,8 und pu 10 liegt, so ist wohl auch die Méglichkeit der Fibrinolyse 
bei der Wasserstoffionenkonzentration des lebenden Organismus gegeben. 

Nachdem nun das optimale px der Fibrinolyse durch Thrombo- 
lysin bestimmt wurde, konnte zum Vergleich das optimale px der 
Fibrinolyse durch den Serumniederschlag gesucht werden, um so die 
Identitat dieser beiden Kérper nachzuweisen. Ein weiterer Anhalts- 
punkt fiir die Identifizierung des lésenden Faktors des Serumnieder- 
schlags mit Thrombolysin ware der Nachweis der gleichen Empfindlichkeit 
gegeniiber Erhitzung auf 50°C. Zu diesem Zweck wurde folgender 
Versuch angestellt : 

Der mit 0,85° iger Kochsalzlésung geléste Serumniederschlag wurde 
zur Halfte '/, Stunde lang auf 50° C im Wasserbad erwarmt. Der inaktivierte 
und nichtinaktivierte Teil des Niederschlags wurde nun bei verschiedenem Pu 
auf seine fibrinolytische Wirkung gepriift. 


Tabelle V. 





Fibrinolyse nach 24 Std. Fibrinolyse nach 36 Std. 
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Als Pufferlésungen wurden gewahlt 0,1 mol. KH, PO, und 0,05 mol. 
Boraxlésung. 


Wie sich aus der Tabelle V ergibt, liegt erstens das optimale px des 
Serumniederschlages ungefahr zwischen 8 und 8,4, also ungefahr an 
derselben Stelle wie das optimale pu fiir Thrombolysin, zweitens sehen 
wir, da der Serumniederschlag bei Erhitzung auf 50°C seine fibrin- 
lésende Wirkung einbiiBt. 

Alle diese Versuche ergeben, da im Blute Thrombolysin und 
Thromboligin zirkulieren und in einem bestimmten Gleichgewichts- 
zustand zueinander stehen, wobei dieser Gleichgewichtszustand ziemlich 
stark von der Wasserstoffionenkonzentration einerseits des Blutes, 
andererseits der einzelnen Organe abhangig ist. Das jeweilige pu des 
Organismus wird neben der Menge des fibrinolysehemmenden bzw. 
-fordernden Faktors fiir eine raschere Lésung des Fibrinexsudates bzw. 
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fiir eine verzégerte Lésung und infolgedessen lange Dauer eines Ent- 
ziindungsprozesses entscheidend sein. Es sei nur auf die Rolle hin- 
gewiesen, die die rechtzeitige Fibrinolyse bei Pneumonie, Pleuritis und 
namentlich beim Diphtheriebelag u.a., spielt, wo eine verzégerte Lésung 
unabsehbare Folgen hat. 

Welche Bedeutung das px fiir den HeilungsprozeB hat, beweisen 
auch Untersuchungen aus der Krakauer Kinderklinik! (Aleksander 
Paszkiewicz u.a.), die zeigten, daB bei schlecht heilenden Pleuraémpyemen 
das normale py sich bis px 5,4 verschiebt, und daB schon eine bloBe 
Spiilung mit leicht alkalischer Lésung eine rasche Besserung bewirkt. 
Als Erklarung fiir diese Feststellung, kinnten wir den Umstand heran- 
ziehen, da das Optimum fiir die Fibrinolyse, auch bei Anwesenheit von 
Thromboligin, bei leicht alkalischer Reaktion liegt, weshalb hier die 
hemmende Wirkung des letzteren nicht zur vollen Geltung kommt. 

Inwiefern die obigen Fragen fiir das Schicksal des tuberkulose- 
kranken Organismus eine Rolle spielen, wird zur Zeit untersucht. 


Zusammenfassung. 


1. Im Serum 1aBt sich eine Substanz nachweisen, die ihren Eigen- 
schaften nach mit dem Thrombolysin identisch ist. 

2. Diese Substanz wird bei halbstiindiger Erhitzung auf 50° zerstért. 

3. Das optimale px fiir die Fibrinolyse durch Autolysat-Thrombo- 
lysin liegt zwischen pu 7,8 und px 8,4. 

4. Das px-Optimum fiir das Serumthrombolysin liegt ebenfalls 
zwischen px 8 und py 8,4. 

5. Die Wirkungsbreite des Thrombolysins verlauft ungefaéhr zwischen 
pu 5,8 und pu 10. 

6. Das px-Optimum wird durch Zugabe von Thromboligin nicht 
verschoben. 


1 Pedjatrja Polska 11, 388, 1932. 
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Eine Mikrobestimmung der Fructose in Gegenwart von Glucose. 
Von 
S. M. Strepkov. 
[Aus der Universitat Samarkand (USSR).] 


(Eingegangen am 21. April 1936.) 


Bei Verminderung der Alkalitét verlangsamt sich die Oxydierbar- 
keit der verschiedenen Zuckeraiten mit ungleicher Schnelligkeit. Ich 
habe festgestellt, daB Fructose unter gewissen Bedingungen (pu, Tem- 
peratur und Dauer der Erwaéimung) vollstandig oxydiert wird, wahrend 
Glucose unter denselben Bedingungen unverandert bleibt. 

Die im folgenden beschriebene Methode zur Bestimmung von 
Fructose neben Glucose beruht darauf, daB Fructose bei 60°C im Laufe 
von 21/, Stunden durch eine alkalische, mit Na, H PO, versetzte Kalium- 
ferricyanidlésung vollstandig oxydiert, Glucose dagegen nicht an- 
gegriffen wird. Das sich bildende Ferrocyanid wird jodometrisch 
bestimmt. 


Erforderliche Reagenzien. 


1. 0,005n Lésung von K,Fe(CN). (1,65g K,Fe(CN), + 80g 
Na,HPO, im Liter.) 

2. 0,005 n Jodlésung in Jodkali, 
. 0,005 n Thiosulfatlésung, 


w 


4. 10% ige Essigsaure, 
5. 1% ige mit Kochsalz gesattigte Starkelésung. 


Wir verwendeten Fructose- und Glucoselésungen, die wir durch Ver- 
diinnen einer aus reinstem, kristallisiertem Zucker hergestellten 1% igen 
Stammlésung darstellten. 1 ccm dieser Lésungen wurde jeweils in einem 
Reagensglas mit 2 cem Lésung von K, Fe (CN), versetzt, gut durchgemischt, 
im Wasserbad bei 60°C erhitzt, und nach dem Ansaéuern mit 2 cem Jod- 
lésung versetzt. Nach verschieden langem Erhitzen wurden folgende Mengen 
von 0,005 n Na,8,O0, verbraucht. 





cem 0,005 n Nay So O ccm 0,005 n Nas SoO, 
Zeit des ee Fem pscinien mes Ma Ve Zeit dss var eSinianiils —_ ' 
Erhitzens . Erhitzens ; ‘ 
rae ; Livulose Glucose sg ; Lavulose Glucose 
in Stunden 0,5 mg 0,5 mg in Stunden 0,5 mg 6,5 mg 
My 0,18 0,00 2 0,64 0,00 
1 0,29 0,01 21), 0,75 0.01 
1'/, 0,49 0,01 23/4 0,74 0,02 





Auf Grund dieser Ergebnisse haben wir die weiteren Versuche bei 
21/, Stunden durchgefiihrt. Diese Zeit mu genau eingehalten werden. Eine 
Nachreduktion wurde durch sofortiges Kiihlen der Glaser verhindert. 
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Bestimmung der Fructose in wasserigen Lésungen 
mit K,Fe (CN),. 











Fructose- ecem 0,005 n Nag So Ox Fructose- eem 0,005 n Nay Sz Og 
gehalt gehalt — - - _—__— 
der Lisung 1 9 Mittel- der Lésung 1 9 Mittel- 
mg/eem a wert mgicem if wert 
2,00 1,83 1,85 1,84 0,60 0,83 0,80 0,82 
1,80 1,80 1,78 1,79 0,40 0,65 0,63 0,64 
1,60 1,70 1,78 1,72 0,20 0,48 0,45 0,47 
1,40 1,53 1,54 1,54 0,10 0,36 0,35 0,36 
1,20 1,37 | 486 1,36 0,05 0,33 0,33 0,33 
1,00 1,19 1 (A 0,025 0,30 0,31 0,31 
0,80 1,02 | 1,00 | 1,01 0,010 0,21 0,20 0,21 


Aus der Tabelle ergibt sich der Gehalt an Fructose in 1 cem des 
Zuckergemisches (y) nach folgender Formel: 
x —0,28 
0,9 
(2 = ccm Thiosulfat). 


y= 


Ausfiihrung der Bestimmung. 

1 cem Zuckerlésung (welche nicht mehr als 0,5 mg Glucose enthalt), 
wird mit einer Mikropipette in ein Reagensglas eingefiihrt und 2 ccm 
der alkalischen 0,005 n K, Fe (CN),-Lésung hinzugefiigt ; das Glaschen 
wird verschlossen in ein auf 61 bis 62° erwirmtes Wasserbad gebracht 
und 2!/, Stunden lang bei (genau) 60°C gehalten. Dann wird das 
Reagensglas abgekiihlt, mit 10 °,iger Essigsiure angesaéuert, aus einer 
Mikrobiirette genau 2 ccm der 0,005 n Jodlésung hinzugefiigt und nach 
dem Umschiitteln der Uberschu8 von Jod mit 0,005n Thiosulfatlésung 
(aus der Mikrobiirette) zuriicktitriert. Auf dieselbe Art wird gleichzeitig 
eine Blindbestimmung durchgefiihrt. Die Berechnung erfolgt nach der 
oben’ gegebenen Formel oder auch nach folgender Tabelle. 


Tabelle zur Berechnung der Fructosemenge in 1 cem 
Zuckerlésung. 








0,01 com 0,005 n Nag S» O03 0,01 cem 0,005 n Nag Se Oz 
0,005 n 3 0,005 n snc 
Na2So03 | 9 2 4 6 g JNazS29;° 6 i ae 6 8 
eem mg Fructose ecm mg Fructose 


0,30 0,02 | 0,04 | 0,07 0,09 0,11] 1,00 | 0,80 0,82 | 0,84 0.87 | 0,89 
040 0,18 0,16 0,18 | 0,20 0,227 1,10 0,91 0,93 0,96 0,98 1,00 
0,50 (0,24 | 0,27 0,29 | 0,81 0337 1,20 | 1,02 1,04 1,07 1,09 | 1,11 
0,60 0,36 0,38 0,40 0,42 0,44 1,30 | 1,13 | 1,16 | 1,18 | 1,20 | 1,22 
0.70 0,47 649 0,51 0,53 0,56] 1,40 (1,24 1,27 1,29 1,31 1,33 
0,80 0,58 0,60 0,62 0,64 0,67] 1,50 1,86 1,38 1,40 1,42 1,44 
0,90 | 0,69 | 0,71 | 0,73 | 0,76 | 0,78] 1,60 |1,47,149; — | — | — 
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Herstellung eines lislichen Dysenteriegiftes 
durch Zerkleinerung und Extraktion der Bakterienleiber. 
Von 
A. Hansen. 
(Aus dem Staatlichen Seruminstitut in Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 17. Juni 1936.) 


Im Gegensatz zu Diphtherie- und Tetanusbazillen z. B. halt der 
Dysenteriebazillus (Shiga) das toxische Prinzip hartnackig zuriick. In 
fliissigen Substraten hergestellte Dysenterietoxine sind daher im 
Vergleich zu den mit den zuerst genannten Bazillen priparierten Giften 
nur schwach toxisch, eine Reinigung und Konzentrierung nach den 
Methoden, welche in unserem Institut fiir Diphtheriebazillentoxin 
zuerst von K. Linderstrém-Lang und S. Schmidt! angewandt wurden, 
ist infolgedessen nicht sehr geeignet. 

Getrocknete Dysenteriebazillen, beispielsweise nach dem Wachs- 
tum auf Agarplatten, sind jedoch mitunter sehr toxisch. Man benutzt 
deshalb als Messungstoxine bei der Titrierung von Antidysenteriesera 
gewohnlich Toxine, die durch Trocknung von Bazillusleibern hergestellt 
worden sind. 

Wir glauben, daB es von praktischer Bedeutung sein kénnte, aus 
den Bazillen ein lésliches und gereinigtes Toxin zu Messungszwecken 
herzustellen?. Es gelangten in unseren Versuchen verschiedene Bak- 
terienstimme Shiga-Kruse zur Verwendung, die friiher in unserem 
Institut fiir die Herstellung der unléslichen Trockengifte benutzt worden 
waren. Von diesen Stémmen ausgehend, haben wir drei verschiedene, 
in Wasser lésliche Toxinpraparate hergestellt. 


Gewinnung des Toxins. 


150 Petri-Schalen mit Bouillonagar, py = 8, wurden mit einer zwolf- 
stiindigen Bouillonkultur des betreffenden Stammes geimpft. Nach einem 
Wachstum von 48 Stunden bei 37° wurden die Bakterien von der Oberflache 
der Platten vorsichtig entfernt und in soviel destilliertem Wasser gleich- 
miBig suspendiert, dai das Totalvolumen 1500 cem_ betrug. Die 
Suspension wurde alsdann in einer Borrelschen Kugelmihle 7 Tage behandelt, 


1 Kolloidzeitschr. 51, H. 1, 152, 1930. — *? Schoen friiher haben Nicolle, 
Debains und Jouan: Calmette, Microbiologie et Sérologie 1926, S. 397, ein 
lésliches Toxin aus den Bazillen gewonnen, und zwar durch Zerreiben 
derselben mit wasserfreiem Natriumsulfat und darauffolgender Auslaugung 
der Masse mit Wasser. E. Grasset (South African Medical J. 9, 208—210) 
verwandte, nach wiederholtem Einfrieren einer Dysenteriebazillusemulsion, 
das Filtrat sowohl als Toxin wie auch zur Herstellung eines Formoltoxoids. 


3* 
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wobei wir etwas Toluol als Antisepticum zusetzten. Eine zu diesem Zeit - 
punkt entnommene Probe zeigte unter dem Mikroskop keine ganzen Bak- 
terienleiber mehr. Vermittelst eines Zusatzes von n-Salzsiure wurde die 
Reaktion auf pu 6 gebracht. Nun wurde eine Absorption durch ortho- 
Aluminiumhydroxyd, x-Modifikation, welche aus 383,5 g Ammoniakalaun 
hergestellt war, vorgenommen und das Adsorbat zweimal in der Zentri- 
fuge, jedesmal mit 2 Liter Wasser, gewaschen. Die Restlésung und 
das Waschwasser, welche nur Spuren von Gift enthielten, wurden verworfen 
und der Bodensatz in einem Morser mit 480g pulverisiertem Dinatrium- 
phosphat (Na,HPO,.12H,O) unter Zusetzen von Wasser bis auf ein 
Totalvolumen von | Liter zerrieben. Dann wurde die Mischung iiber eine 
Nutsche abgesaugt und die auf dem Filter zuriickgebliebene Masse noch 
zweimal mit Phosphat und Wasser in analoger Weise behandelt; die drei 
Extrakte wurden vereinigt und 24 Stunden aufbewahrt. SchlieBlich wurde 
die Fliissigkeit von dem auskristallisierten Phosphat abgegossen und durch 
Papier (602 SS) filtriert. Das Filtrat (3 Liter) wurde in der Kalte mit 
5 Liter gesittigter Ammoniumsulfatlésung gefallt. Nach 96stiindiger Auf- 
bewahrung bei 0° haben wir dekantiert, den Bodensatz zentrifugiert und 
dreimal in der Zentrifuge mit einem Gemisch von | Liter gesattigter 
Ammoniumsulfatl6sung und 600 cem Wasser gewaschen. Dann wurde der 
Niederschlag in einer mit Kongorot gepriiften Fischblase gegen physiologische 
Kochsalzl6sung dialysiert, bis das Dialysat keine Reaktion mit Nesslers 
Reagens mehr ergab!. Nachstehend verzeichnen wir die Resultate der 
Analyse von drei verschiedenen Toxinen. Der Totalstickstoff wurde nach 
Mikro-Ajeldahl, der Aminostickstoff nach van Slyke bestimmt. 


Tabelle I. 





Totalmenge L509 0),* ‘ mg Amino-N mg Trocken- 
Praparat in cem oe mg N pro cem pro cem substanz pro cem 
S. 19a 60 "hieoo 3,20 0,29 31,8 
S. 19b 77 1/1900 2,33 0,26 28,0 
CO ReA. 57 1/g00 2,18 0,19 26,2 


* Die Menge Toxin, die etwa 50°) von Miusen tétet. 


‘Die drei Praparate wurden gemischt (17.1. 1933) (194cem; L_,o 

'/e99 com, mg N procem = 2,56; mg Amino-N pro cem = 0,250; Trocken- 
substanz pro ccm = 28,6) und die antitoxinneutralisierende Fahigkeit der 
Mischung wurde am 24. IV. 1933 an Mausen austitriert?. Eine AE des inter- 
nationalen Standardserums wurde mit fallenden Toxinmengen gemischt 
und diese Mischungen nach */, Stunden bei 37° weiBen Mausen injiziert. 
Fiir jede Dosis wurden sechs Tiere verwandt (Tabelle IT). 


Tabelle II. 





Toxindosis in eem  0,0016 0,0025 0,004 0,0063 0,010 
Anzahlder Tiere, die 


an Dysenterieinto- 
xikation starben 0/6 = 0) 0/6 — 0%) 1/6 = 17°), 3/5 = 60°, 4/5 — 80°), 


' Bei der Dialyse geht der Bodensatz vollkommen klar in Lésung. 
2 Fraulein Fjord-Nielsen, welche die Titrierungen an Mausen aus- 
gefiihrt hat, méchten wir an dieser Stelle unsern Dank aussprechen. 
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Da man nach den internationalen Vorschriften mit 50°, Mortalitat 
rechnet, ist die Testdosis des Toxins mit Vorbehalt wegen der kleinen 
Anzahl der Tiere somit > 0,004 < 0,01. 


Im Mai 1933 wurde das Toxin durch Seitz-Filter filtriert und in sterile 
Ampullen verteilt, so da jede Ampulle 1 ccm enthielt. Die Ampullen 
wurden in den Exsikkator iiber CaCl, gebracht und evakuiert. Spater 
wurde die Eintrocknung iiber P,O, fortgesetzt. Nach 2 Monaten wurden die 
Ampullen unter Vakuum zugeschmolzen (Ehrlichs Methode zur Her- 
stellung von Standardpriparaten). 

Zur Auswertung haben wir stets den Inhalt einer Ampulle in 5 cem 
physiologischer Kochsalzlésung gelést. Das Trockentoxin geht sehr leicht 
und rasch in klare Lésung iiber, wenn Wasser zugesetzt wird. 

1. Titrierung am 25. X. 1933. Es wurden 25 Mause fiir jede Dosis ver- 
wendet. 


Tabelle III. 1AE des Standardantitoxins + steigende Toxin- 
mengen. 





Toxinmenge 
in com 0,025 0,031 0,04 1 internationale AE. 
+ 1 Testdosis des 
im Institut verwen- 
deten Testtoxins 


Anzahl der ge- 
storbenen Tiere 3/24 — 12,5°/). 11/24 — 46%, 24/25 96°, 13/24 — 54%, 


Aus Tabelle III geht hervor, daB die Menge Toxin, die eine inter- 
nationale Antitoxineinheit neutralisiert, annahernd 0,031 ist. 

2. Titrierung am 10. XI. 1933. 25 Mause sind fiir jede Dosis verwendet 
worden: 





Toxindosen 
in eem 0,025 0,028 0,031 0,035 0,04 Friher verwen- 
detes Testtoxin 
+ 1 internatio- 


nale AE 
Anzahl der ge- 3/24 6/25 7/25 11/24 21/24 
storbenen Tiere 12,5 5/9! = 24%%5| = 28% |= 46%) |= 87%)! 11/25 = 44% 


Dosis letalis 50%, = 0,035 cem. 


3. Titrierung am 3. I. 1934. Hier wurden nur zwei Toxindosen verwandt, 
aber die Anzahl der Mause wurde auf 50 erhdéht: 





Toxindosen in cem 0,031 0,035 Friher verwendetes Test- 
toxin + linternationale AK. 
Anzahl der 
gestorbenen Tiere 20/46 — 44°), 29/43 — 67°), 20/42 — 48°, 


Nach diesen Versuchen, deren Resultate in befriedigender Weise 
iibereinstimmen, kénnen wir den L, 50-Wert des Toxins auf 0,033 cem 
festsetzen. 
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Aus den Versuchsresultaten ist ersichtlich, daB nur ganz geringe 
Abweichungen der Toxinmengen notwendig sind, um eine bedeutende 
Veranderung im Mortalitétsprozentsatz zu bewirken. Im letzten Versuch 
erzielt man bei einer Steigerung der Testdosis von nur 10 bis 15% eine 
Erhéhung der Mortalitét von 50%. 


977 


Drei verschiedene Ampullen enthielten 0,0282, 0,0277 bzw. 0,0282 g 
Trockensubstanz. Setzt man die Testdosis auf 0,33 ccm fest, so erhilt jede 
Ampulle ungefihr 150 Testdosen, was fiir eine recht umfangreiche Be- 
stimmung mehr als ausreichend ist; eine Dosis entspricht dann etwa 
0,185mg Trockensubstanz. 


Umwandlung des Toxins in Formoltoxoid. 


J. Dumas, G. Ramon und Said Bilal haben gezeigt!, daB das Dysen- 
teriegift sich durch das Zusetzen von Formol und eine entsprechend 
lange Aufbewahrung im Thermostaten in Formoltoxoid umformen 
laBt, genau sowie das Diphtheriegift oder das Tetanusgift bei analoger 
Behandlung in die betreffenden Formoltoxoide umgewandelt werden 
kénnen (@. Ramon). Dieses Formoltoxoid besitzt die Fahigkeit, die 
Bildung von spezifischem Antitoxin hervorzurufen, wenn es subcutan 
an Pferde oder an den Menschen injiziert wird. Die franzésischen Forscher 
haben das toxische Filtrat einer Kultur von Dysenteriebazillen auf 
Bouillon fiir ihre Versuche benutzt. Doch scheint das lésliche Formol- 
toxoid von Dumas, Ramon und Said Bilal fiir den Menschen nicht so 
unschadlich zu sein, wie das Diphtherie-Formoltoxoid und vor allem 
das Tetanus-Formoltoxoid, welches in den meisten Fallen keinerlei 
Reaktionen bewirkt. Wir haben deshalb versucht, mit Hilfe des oben 
erwahnten Toxins ein kraftiges und gleichzeitig vielleicht weniger 
unangenehm wirkendes Antigen herzustellen. 


_Hierzu wurden dem adsorbierten Toxin? 5° Formol zugesetzt 
und das Gemisch bei gewéhnlicher Temperatur stehengelassen. Die 
Giftigkeit wurde nach 7 bzw. 14 und 21 Tagen bestimmt. Nach Ablauf 
von 21 Tagen war die Umwandlung in Formoltoxoid beendigt, denn 
zwei Kaninchen ertrugen 5 ccm, direkt in die Blutbahn injiziert, ohne 
Vergiftungsanzeichen aufzuweisen. 

30 Kaninchen wurden nun je 5 cem des Formoltoxoids in das subecutane 
Gewebe injiziert. 10 Tage spater wurden simtliche Tiere zum Zwecke einer 


Untersuchung ihrer Immunitét mit der 20fachen Menge der Dysenteriegift- 
dosis, welche ein frisches Kaninchen unbedingt tétet, in die Venen gespritzt. 


‘ Annales de l'Institut Pasteur 40, 134, 1926. — ? Die Bazillen- 
dysenterie von Shiga ist in Danemark auBerst selten, so dai die 
Impfung an Menschen hierzulande nicht notwendig ist. Wir haben da- 
her keine Gelegenheit gehabt, die Wirkung des Vaccins an Menschen 
zu priifen. 
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27 Kaninchen haben auf diese Injektion nicht reagiert, wogegen drei der 
Dysenterieintoxikation erlegen sind. 
Man ersieht aus diesen Resultaten, wie wirkungsvoll dieses Formol- 


toxoid in immunisatorischer Beziehung ist. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird eine Methode zur Herstellung eines leichtléslichen Dysen- 
terietoxins beschrieben. Die Methode besteht im wesentlichen darin, 
daB man das Gift zerkleinerter Bazillenleiber extrahiert und mittels 
Adsorption und Fallung in gereinigtem Zustand gewinnt. Weitere 
Untersuchungen sind notwendig, besonders iiber die Haltbarkeit des 
Toxins im Vergleich zu den Bazillenleibertoxinen, bevor wir es als 
Standardtoxin empfehlen kénnen. 

2. Ein Dysenterie-Formoltoxoid, bei dessen Herstellung man von 
dem gereinigten Dysenteriegift ausgeht, besitzt ausgesprochene immuni- 
satorische Fahigkeiten. 








Bestimmung kleiner Jodmengen 
in Organen, besonders in Schilddriisen von Rindern. 
Von 
Wilhelm Ruff. - 


(Aus dem Bakteriologischen Institut des nationalen Hygieneamts 
in Buenos Aires.) 


(Eingegangen am 26. Juni 1936.) 


Die Schwierigkeiten, kleinere Mengen von Jod in Gegenwart orga- 
nischer Substanz zu bestimmen, waren der Grund, daB im Laufe der 
Zeit eine gréBere Anzahl von Bestimmungsverfahren ausgearbeitet 
wurde, von denen wohl die Fellenbergsche Methode (1) den meisten 
Anklang gefunden hat. Da aber dieser Methode verschiedene Mangel 
anbaften und sie auBerdem sehr schwer zu handhaben ist, war es nicht 
verwunderlich, daB viele Analytiker eigene Wege gingen und die Fellenberg- 
sche Methode entweder zu modifizieren suchten, oder aber ganz neue 
Methoden ausarbeiteten (2). Nachdem wir langere Zeit mit der Fellenberg- 
schen Methode gearbeitet hatten und es uns nie gelang, das der organischen 
Substanz zugesetzte Jod vollstandig wiederzufinden (Ausbeute nur 
60 bis 80°), gingen wir 1931 dazu iiber, diese Methode in jenem Punkt 
zu modifizieren, der der AnlaB der gréBten Fehlerquellen sein muBte: 
nimlich in der Art und Weise der Veraschung. 

Das Reinigen der Reagenzien geschieht in der von Fellenberg an- 
gegebenen Weise. Die Zerst6rung der organischen Substanz erfolgt 
auch hier durch Carbonisation und teilweise Oxydation im Beisein von 
K,CO, in offener Schale. Es sind dabei drei grundlegende Faktoren 
zu_beriicksichtigen : 

1. die Veraschungstemperatur, 

2. die Art und Weise, wie dieselbe durchgefiihrt wird, 

3. das Mengenverhaltnis zwischen K,C 0, und organischer Substanz. 

Die Veraschungstemperatur muB geniigend groB sein, um die orga- 
nische Substanz zu zerstéren, sie darf aber nicht zu hoch sein, weil sonst 
das gebildete KJ sich zersetzt und Jodverluste eintreten. AuSerdem 
habe ich beobachten kénnen, daB eine vollstandige Verbrennung der 
organischen Substanz gar nicht nétig ist, um alles Jod in KJ tiberzufiihren 
[siehe Roman (3), Scheffer (4)]. Eine Veraschungstemperatur von un- 
gefahr 400° geniigt (Sandbad). 

Die Veraschung wird folgendermaBen durchgefiihrt : 

Auf den Boden einer kleinen Porzellanschale (Durchmesser 6 em) kommt 
eine Lage von fein pulverisiertem K,CO, (0,5 g), die ein ,,Anbrennen* und 
Uberhitzen der organischen Substanz, welche gleichmaBig dariiber aus - 








5 


n 











Kleine Jodmengen in Organen, besonders in Schilddriisen von Rindern. 41 


gebreitet wird, verhindert. Darauf wird mit ungefahr 4 bis 5 g fein pulveri- 
siertem K,CO, gleichmaBig tiberdeckt. Auf keinen Fall darf waihrend der Ver- 
brennung umgeriihrt werden; denn die in das Innere der Masse stetig ein- 
tretende Luft geniigt zur Verbrennung. Erhitzt wird zuerst auf dem Sandbad, 
bis der Geruch nach verbrannter organischer Substanz verschwunden ist, 
dann mit kleiner direkter Flamme, bis keine stechenden Geriiche mehr wahr- 
nehmbar sind, was das Ende der Verbrennung anzeigt. Auf diese Art und 
Weise sind keine Jodverluste zu befiirchten: denn die oberen Schichten der 
Masse erhitzen sich nur wenig. Sollten sich in der Masse wahrend des Er- 
hitzens Risse bilden, so werden dieselben mit fein pulverisiertem K,CO, be- 
deckt. Beziiglich des Mengenverhiltnisses von K,CO, und organischer 
Substanz erschwert zu viel K,CO, die Extraktion des KJ und erfordert 
eine gréBere Alkoholmenge; eine groBe Menge K,CO, verhindert anderer- 
seits einen Jodverlust, da sich bei der Verbrennung die oberen Schichten 
nur verhaltnismaBig wenig erhitzen. 


Um die Jodbestimmung in Schilddriisenpulver auszufiihren, verfahrt 
man folgendermaBen : 


Auf dem Boden einer kleinen Porzellanschale (Durchmesser 6 cm, 
Tiefe 2,5cem) werden 0,5 g fein pulverisiertes K,CO, gleichmaBig verteilt 
und 0,1 g Schilddriisenpulver dariiber ausgebreitet. Dann wird mit 3 bis 5 g 
fein pulverisiertem K,CO, gleichmaBig bedeckt. Danach folgt Erhitzen im 
Sandbad, bis aller Geruch nach verbrannter organischer Substanz ver- 
schwunden ist. Zuletzt erhitzt man mit kleiner direkter Flamme, bis keine 
stechenden Geriiche mehr wahrnehmbar sind. Zur Extraktion des KJ fiigt 
man eine kleine Menge heiBen Wassers zu und riihrt das ganze zu einer 
Paste. Diese Paste darf nicht zu diinnfliissig sein, weil sonst der Alkohol sehr 
schwer trennbar ist. Darauf fiigt man 5 eem Alkohol (95%) hinzu und riihrt 
mit einem am Ende verdickten Glasstabe gut durch. Jede Extraktion 
erfordert 15 bis 20 Minuten; wahrend dieser Zeit muB die Menge konstant 
durchgearbeitet werden. Im ganzen sind sechs Extraktionen notig, um alles 
KJ zu extrahieren. Der Schnabel der Schale wird auf der Unterseite mit ein 
wenig Vaselin eingeschmiert, um beim AusgieBen des Alkohols Verluste 
zu verhindern. Der Alkohol wird durch ein kleines Filter filtriert, das vorher 
mit siedendem dest. Wasser und heiBem Alkohol gewaschen wurde. Er 
darf nach dem Filtrieren keine Kohlenteilchen aufweisen und muB8 voll- 
kommen farblos sein. Das Filter wird zum Schlu8B zweimal mit warmem 
Alkohol nachgewaschen. Wahrend der Extraktion soll der Brei eine solche 
Konsistenz behalten, daB der iiberstehende Alkohol leicht abgegossen werden 
kann, der Brei mu8B gerade zu flieBen anfangen. Unter Benutzung von 85 
bis 95% igem Alkohol ist dies leicht zu erreichen. Die weitere Verarbeitung 
geschieht in der von Héjer (5) angegebenen Weise, aber unter Weglassung 
der Siedesteine. Der Alkohol wird also auf dem Wasserbade vollkommen 
verdampft: der zuriickbleibende Riickstand muB farblos sein und darf 
absolut keine Kohlenteilchen oder unlésliche Teilchen aufweisen, weil sonst 
das zur Oxydation des KJ zugesetzte Brom durch Abdampfen nicht mehr 
restlos zu entfernen ist und so bei der Titration Anlaf von Fehlerquellen ist. 
Dann wird in 6 bis 7 cem Wasser aufgenommen und noch einige Minuten 
gekocht, um eventuell Alkoholreste zu entfernen. Nach dem Erkalten wird 
mit n/20 H,SO, gegen Lackmuspapier genau neutralisiert und noch 0,1 cem 
n/20 H,SO, iiber den Neutralitatspunkt zugegeben. Dann wird unter 
standigem Umschiitteln bis auf 1 ccm eingedampft. Nach dem Erkalten gibt 
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man ein Kristallehen KJ hinzu und titriert mit n/100 bzw. n/200 Na, 8,0, 
und Stairkelésung. 

Nachdem wir uns von der Genauigkeit des oben beschriebenen 
Verfahrens durch viele Analysen iiberzeugt hatten, und nachdem auch 
von anderer Seite mit demselben unsere Werte reproduziert wurden, 
gingen wir dazu iiber, das Jod in den Schilddriisen von Rindern zu be- 
stimmen. Es interessierte uns besonders die Frage, ob in Argentinien 
Unterschiede im Wasser- und Jodgehalt der Schilddriisen festzustellen 
sind, die durch das Alter und Herkunft der Tiere bedingt sind. Ebenso 
wollten wir priifen, ob der Jodgehalt der Schilddriisen vom Geschlecht 
der Tiere abhangig ist, wie es z. B. Fenger 1913 (6), Goslino und 
Ferrero 1928 (7) feststellten, welche fanden, da8B die Schilddriisen der 
weiblichen Tiere einen gréBeren Jodgehalt aufweisen als die Driisen 
mannlicher Tiere. Ferner wollten wir ermitteln, ob jahreszeitliche Unter- 
schiede im Jodgehalt der Schilddriisen nachzuweisen sind, wie z. B. 
Martin in England (8), Seidell und Fenger in USA. (9) und Dawborn in 
Australien (10) fanden. Zum SchluB8 suchten wir zu ermitteln, ob Unter- 
schiede im Wasser- und Jodgehalt und im Gewicht der linken und rechten 
Driise festzustellen sind. 

Vom 2. Februar 1931 bis 11. Marz 1931, vom 30. Juni 1931 bis 10. August 
1931 und vom 2. September 1931 bis 11. November 1931 wurden im stadti- 
schen Schlachthof von Buenos Aires die Schilddriisen von 106 Rindern ge- 
sammelt und nach Alter, Geschlecht und Herkunft sortiert. Rechte und 
linke Schilddriisen wurden immer getrennt verarbeitet. Um vergleichbare 
Resultate zu erhalten, legten wir besonderen Wert darauf, daB die aus den 
verschiedenen Provinzen stammenden Tiere moéglichst gleichmaBig im Alter, 
im Gewicht und im Geschlecht waren. Im ganzen wurden die Driisen von 
33 Kiihen, 15 Jungkiihen, 5 weiblichen Kalbern, 17 Stieren, 20 Jungochsen 
und 16 mannlichen Kalbern gesammelt. Zur Jodbestimmung wurden die 
Schilddriisen von Bindegewebe und Fett befreit, zerschnitten, gewogen und 
zwischen 80 bis 90° bis zum konstanten Gewicht getrocknet. Dann wurde gut 
pulverisiert und in 100 mg die Jodbestimmung ausgefiihrt. Von rechter und 
linker Driise wurden immer Doppelbestimmungen ausgefiihrt, also vier 
Bestimmungen fiir jedes Tier. 


Ergebnisse. 


Als Hauptergebnis unserer Untersuchungen konnten wir einen 
betrachtlichen jahreszeitlich bedingten Unterschied im Jodgehalt der 
Driisen feststellen: 

Tabelle I. 
1. Periode (2. II. 1931 bis 11. IIT. 1931, Sommer) Frische Drise: 107 mg-% Jod 
32 Tiere \ Trockne , 362 , " 


2. Periode (30. VI. 1931 bis 10. VIII. 1931, Winter) Frische , 1338 , , 
38 Tiere \ Trockne , 436 , e 
3. Periode (2. XT. 1931 bis 11. XII. 1931, Friihling) Frische = 136": . 
36 Tiere | Trockne§ , 399, a 
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Der Jodgehalt ist also im Sommer am geringsten, erreicht im 
Winter seinen Héchstgehalt, um wahrend des Friihjahrs wieder ab- 
zusinken. 

Ordnet man die Jodwerte der einzelnen Perioden nach dem Ge- 
schlecht der Tiere, so ergibt sich folgendes Bild: 


Tabelle II. 





1. Periode 2. Periode 3. Periode 
mg-9/9 Jod mg-°/, Jod mg-9 9 Jod 
frische trockne | frische trockne  frische trockne 
Driise  Driise Driise Driise Driise _Driise 


14 Tiere 19 Tiere 16 Tiere 
Mannliche Tiere. ...... 103 357 133 434 117 405 
18 Tiere 19 Tiere 19 Tiere 
Weibliche Tiere. ...... 110 366 133 434 113 391 


Auch hier sind also jahreszeitliche Unterschiede im Jodgehalt fest- 
zustellen. Vergleicht man aber innerhalb jeder Periode den Jodgehalt der 
beiden Geschlechter miteinander, so findet man weitgehende Uberein- 
stimmung. 

Die fiir die verschiedenen Tierklassen gefundenen Jodmittelwerte 
sind folgende: 

Tabelle III. 
Frische Driise: 118 mg-% Jod 
Trockne , 389, ‘ 


Frische ~  ee -e - 
Troekne - 411 Pe 6 
Frische a io " 
Trockne , 414 , e 


Ce eae eee 
{ 
\ 
| 
\ 
{ Frische a ee ™ 
| 
| 
\ 
| 
| 
| 
| 


ounmeane (1D)... ky pee es 

Kalber, weiblich (5). . 

Durchschnittswerte der weiblichen Tiere (53) Shes: See : 
Frische oi * 
Trockne , 435 , ‘“ 
Frische a ee es 
Trockne , 410 , - 
Frische ‘ 1c tit ~ 
Trockne ‘ 364 = ‘s 


Pag ee ne TT, -9, | Frische  «§ ieee. i 
Durchschnittswerte der mannlichen Tiere (53) rR eee : 


Stiere (17) . 
Jungochsen (20) ..... 


Kalber, mannlich (16) . 


Da jedoch die Anzahl der von jeder Klasse untersuchten Tiere zu ungleich 
ist, scheint es uns nicht ratsam, die Jodwerte einem Vergleich zu unterziehen, 
um eventuell Schliisse daraus zu ziehen. Wir geben die Werte aus Griinden 
der Vollistandigkeit wieder. 

Beim Vergleich der Jodwerte der aus den verschiedenen Provinzen 
stammenden Tiere haben wir folgende Werte gefunden: 
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Tabelle IV. 

{ Frische Driise: 110 mg-°,, Jod 

| Trockne , 379 , ‘ 

16 Frische , 109 , ‘ 
” Trockne , 364 , 2 

Provinzen des Kiistengebietes: 

13 Tiere { Frische Driise: 121 mg-% Jod 


COPGGOR. 5 Gs bs Ko we 8% oe ee ee 


Ee PW oka? ke Se a 


Buenos Aires; . ... « & « | Trockne , 404 i . 
erie SS oe ee ° pg " * 
CoRR so a a es Se fered - po A : 
NE 6 oie eg he Ke ee | Tockns ; Ho ean 


Die Driisen der aus dem Kiistengebiet stammenden Tiere weisen 
einen etwas gréBeren Jodgehalt auf, als die Driisen jener Tiere, die aus 
den Provinzen des Landesinnern kommen. Von den Provinzen des 
Kiistengebietes weist Corrientes die héchsten Werte auf. Die viel gréBere 
Regenmenge der Provinzen des Kiistengebiets, die Nahe des Meeres 
und der durch sie bedingte gréBere Jodgehalt des Bodens kénnen dies 
erklaren. 

Den Héchstwert an Jod zeigte ein junger Ochse der Provinz Buenos 
Aires: 

Frische Driise: 187 mg-% Jod, 

Getrocknete Driise: 610 mg-% Jod. 
Der niedrigste Wert wurde bei einem jungen Ochsen aus dem Gouvernement 
,,.La Pampa‘ gefunden: 

Frische Driise: 71 mg-®%, Jod, 

Getrocknete Driise: 212 mg-% Jod. 

Die Driise der rechten und linken Seite enthalten ungefahr dieselben 
Jodmengen: 

Tabelle V. 








Frische Driise Trockne Driise 
rechte Seite linke Seite rechte Seite linke Seite 
mg-°'9 Jod mg-°/,) Jod mg-°/, Jod mg-°/,) Jod 

NE ia GY dave, 8s 8 119 118 391 388 
SOMMERDO .o5)5 .. 2s 120 119 411 411 
Kalber, weiblich . . . 129 120 423 406 
ROE i ce New te 130 130 439 431 
Jungochsen ..... 122 123 407 412 
Kalber, mannlich . . 102 103 364 365 


Wenn wir den Jodgehalt der rechten und der linken Driise weib- 
licher und mannlicher Tiere untereinander vergleichen, so finden wir 
. ¥ . . 
weitgehende Ubereinstimmungen: 
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Tabelle VI. 





Frische Driise Trockne Driise 
rechte Seite linke Seite rechte Seite linke Seite 
i mg-°/9 Jod mg-9/9 Jod || mg-9%%>9 Jod mg-9/, Jod 
Mannliche Tiere (53) . 120 118 400 396 
Weibliche , (53) . 119 119 404 404 


Aus den Durchschnittswerten der 106 untersuchten Tiere ergibt 
sich folgendes Bild: 
Tabelle VII. 





|| mg-°/9 Jod mg-°!, Jod 
Frische Driise (ganze Driise) 119 Trockne Driise (ganze Driise) 401 
Rechte Seite. ..... 119 Rechte Seite. ..... 402 
MNO ais 608 at eS 119 a ce ee ea 


Die absolute Jodmenge hangt vom Gewicht der Driise ab, welche 
ihrerseits vom Gewicht des Tieres abhangig ist: 


Tabelle VIII. 








Durch- Durch- Durch- Dureh- 
schnitts- schnitts- schnitts- schnitts- 
gewicht der wert der ab- gewicht der wert der ab- 
Gesamt- soluten Jod- Gesamt-  soluten Jod- 
i driise in mg mengeinmg driise in mg mengeinmg 
1 12 113 14,6 Bute. 2. se 15 362 19,6 
Jungkihe . .. 8 742 10,6 Jungochsen . . 11 319 14,3 
Kalber, weiblich 6 915 8,6 Kalber, mannlich 8 562 9,2 


Gewicht und absoluter Jodgehalt der rechten und linken Schild- 
driise stimmen weitgehend iiberein: 


Tabelle IX. 





Durchschnittliches Durchschnittswert der 
Driisengewicht in mg absoluten Jodmenge in mg 


Rechte Seite. . 5580 6,8 
bmke = 5 . 5646 6,8 
} 
Das Durchschnittsgewicht der Driise und deren absoluter Jod- 
gehalt zeigen bei beiden Geschlechtern weitgehende Ubereinstimmung: 


Tabelle X. 





Durechsehnittsgewicht | Durchschnittswert der 

der Gesamtdriise in mg absoluten Jodmenge in mg 
Weibliche Tiere 10 668 12,9 
Mannliche , 11 782 14,4 
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Das Verhaltnis zwischen dem Gewicht der Driise und dem Gewicht des 
Tieres ist je nach dem Alter verschieden. Durch Division des in mg aus- 
gedriickten Driisengewichts durch das in kg ausgedriickte Tiergewicht 
laBt sich ein Faktor errechnen, der mit dem Alter des Tieres abnimmt: 


Tabelle XI. 


vine sume ere «ok Sk i ws Oe Ce cre es OO 
Jungkiithe und Jungochsen........... 53,0 
weibl. Kalber und mannl. Kalber. . .. . . . . 54,4 


Die Jungtiere haben ein verhaltnismaBig hohes Driisengewicht ; 





die absolute Jodmenge muB also héher sein, als nach dem Gewicht des 
Tieres zu erwarten ware. Dies sieht man sofort, wenn man die in mg 
ausgedriickte absolute Jodmenge durch das in kg ausgedriickte Tier- 
gewicht dividiert. Auch dieser Faktor nimmt mit dem Alter des Tieres ab: 


Tabelle XII. 


Bane min Bie 2 ee Eek es e GRO 
Jungkiihe und Jungochsen ...... . . . 0,0650 
weibl. Kalber und mannl. Kalber. . . . . . . 0,062 


Der prozentuale Wassergehalt der Driisen beiderlei Geschlechts 
weist folgende jahreszeitliche Schwankungen auf: 


Tabelle XIII. 





i Sommer Winter Frihling 
Worpliele' Tiere. 50. 0 Oo 69,38 °,, 70,98 % 
WR a oe ne aos fe gee 71,36 % 69,52 °,, 71,33 °,, 
Allgemeiner Durchschnittswert. . . 70,60 °%% 69,45 % 71,28 % 


Der Wassergehalt der Driisen bei Tieren verschiedener Herkunft 
schwankt zwischen 70,13 und 71,54 % und ist nur bei den aus Corrientes 
stammenden Tieren niedriger, namlich 68,71 °%%. 

Rechte und linke Schilddriisen besitzen denselben Wassergehalt, 
wie auch die Driisen der verschiedenen Tierklassen. 


Thyroxingehalt der Schilddriise. 

Ist nun der Gehalt der Schilddriisen an Thyroxin von denselben 
Faktoren abhangig wie der Jodgehalt ? Besitzen also z. B. die Schild- 
driisen im Winter geschlachteter Tiere, die den gréBten Jodgehalt auf- 
weisen, auch einen entsprechend héheren Thyroxingehalt / 

Um dies nachzupriifen, wurden im Winter und Friihjahr 1934, im Sommer 
und Herbst 1935 die Driisen von je 50 Kalbern, 50 Kiihen, 50 Jungochsen 


und 50 Stieren gesammelt. Die Driisen der Tiere wurden gemischt und nach 
Jahreszeiten getrennt verarbeitet. Die Verarbeitung geschah in der schon 
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angegebenen Weise. Das trockne Driisenpulver wurde dann im Soxhlet 
quantitativ mit Petrolaither extrahiert, um alles Fett zu entfernen. Dann 
wurde bei 60° der Petrolather entfernt und im Vakuum iiber CaCl, bis zum 
konstanten Gewicht getrocknet. Die Bestimmung des Thyroxingehalts 
geschah nach der Methode von Harington (11): 5g (genau gewogen) des 
Palvers wurden am RiickfluBkiihler 4 Stunden lang mit 50 ccm normaler 
NaOH gekocht. Um die lastige Schaumbildung zu vermeiden, wird | Tropfen 
Octylalkohol zugegeben. Die noch heibe Lésung wird durch eine Nutsche 
filtriert, Kochkolben und Filter quantitativ mit heiBem Wasser gewaschen 
und das Filtrat nach dem Erkalten auf 250 ccm aufgefiillt. In dieser Lésung 
wurde das gesamte Jod bestimmt. — 100 cem des Filtrats wurden im Mab - 
kolben abgemessen, der Kolben zweimal mit je 10cem Aq. dest. nach- 
gewaschen und das Waschwasser den 100 ccm zugefiigt. Diese Menge wurde 
mit 50°%iger H,SO, bis zu dem eintretenden Umschlag des Konyorot- 
papiers angesaiuert; die Anzahl der zugegebenen cem H,SO, wurde zu 
den 120 cem addiert und dann mit Aq. dest. auf 125 cem aufgefiillt. Nach 
24stiindigem Stehen wurde durch ein trocknes Filter filtriert und im Filtrat 
das Jod bestimmt: 5 cem wurden unter Zusatz von 1 cem gesattigter K,C O,- 
Lésung auf dem Wasserbad bis zur Trockne verdampft, der Riickstand mit 
5 g fein pulverisiertem K,C O, bedeckt und, wie oben angegeben, im Sandbad 
und dann mit direkter Flamme verascht. Die Extraktion des KJ, das 
Verdampfen des Alkohols und die Jodbestimmung wurden in der oben an- 
gegebenen Weise ausgefiihrt. Das an Thyroxin gebundene Jod ist gleich dem 
gesamten Jod weniger dem Jodgehalt des Filtrats. 


Fir die einzelnen Jahreszeiten wurden folgende Werte gefunden 


(Durchschnittswerte von vier Versuchen): 


Tabelle XIV. 





Prozentsatz des Prozentsatz des 


Gesamt- ; - 
' : an Thyroxin : an Thyroxin 
d sze ; i Je sZe 
Jahreszeit jod gebundenen ahreszeit gebundenen 


in g-° 0 Jods i Jods 


Gesamt- 


Winter 1934 0,59 33,40 Sommer 1935 0,53 33,37 
Frihling 1934 0,48 35,52 Herbst 1935 0,51 34,41 


Auch hier fanden wir den héchsten Jodwert in den Driisen der- 
jenigen Tiere, die im Winter geschlachtet wurden. Was den Thyroxin- 
gehalt anbetrifft, sc ist derselbe in allen vier Jahreszeiten fast derselbe. 
Es ist also immer nur ein ganz bestimmter Teil des Jods in Thyroxin- 
form vorhanden, gleichgiiltig ob das Ausgangsmaterial einen gréBeren 
Jodgehalt aufweist oder nicht. Dieser Befund stimmt mit dem von 
Harington gut iiberein: Er fand ungefihr denselben Thyroxingehalt 
wie wir, obgleich er mit Schilddriisen von wesentlich niedrigerem Jod- 
gehalt arbeitete. Um einen MaBstab von der Genauigkeit der Harington- 
schen Methode zu haben, verglichen wir sie mit dem Bestimmungs- 
verfahren des Thyroxins nach Blau (12). Zu diesem Zweck wurde das 
Standardthyroidpulver des Instituts nach beiden Methoden verarbeitet. 
Die gefundenen Werte sind folgende: 
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Tabelle XV. 





Gesamtiod Methode von Harington. Methode von Blau. 
ay oe Prozentsatz des an Thyroxin Prozentsatz des an Thyroxin 
B-"/0 gebundenen Jods gebundenen Jods 
0,55 35,59 % 31,47 % 
Durchschnittswerte von Durchschnittswerte von Durchschnittswerte von 
6 Versuchen 6 Versuchen 3 Versuchen 


Wir fanden also mit der Methode von Blau etwas niedrigere Werte. 
An sich ist es vorzuziehen, mit dem Verfahren nach Harington zu arbeiten, 
da dieses bedeutend weniger kompliziert ist. 

Da die an Thyroxin gebundene Jodmenge in allen vier Jahreszeiten 
dieselbe ist, geniigt es also, den Gesamtjodgehalt der Schilddriisen 
zu kennen, um daraus die Thyroxinmenge zu berechnen. 


Jodgehalt anderer Organe, insbesondere der Hypophyse. 

Da die Schilddriisen argentinischer Rinder eine verhaltnismabig 
groBe Menge Jod enthalten, schien es uns interessant, auch den Jod- 
gehalt anderer Organe zu bestimmen. Dazu wurden die im Institut 
hergestellten organischen Praparate verwendet. Wir fanden folgende 
Werte. 

Tabelle XVI. 


MEME. 6 he se oe eS es ac se ee ee 
DiGDHGEIOID.: 4s a EMIS es ow we a me 
SEE ae ae a i ea a a ear © oi 
Deere sw kat ec bade Bees se Ee we “< 
Bauchspeicheldriisen........... 41,06 ,, zh 
DOMINO a ee ee ee we a es fe 
en gk sees te SE eeeiio a ea és 
CIN ig es ay he ae ee OR a Se ge ee 
MUN Sen eC eo ce me, Re Poa ee Pe ne 


Uber den Jodgehalt der Hypophyse stellten wir weitgehendere 
Untersuchungen an. Es wurden von jeder Tierklasse stets 50 Driisen 
gemischt und wie oben angegeben verarbeitet. Bei Meerschweinchen 
wurden 100 Driisen verwendet. Mit Ausnahme von Schafen und Meer- 
schweinchen wurden Vorder- und Hinterlappen der Hypophyse ge- 
trennt verarbeitet. Zur Jodbestimmung wurden 0,5 bis 1,09 des 
trocknen Pulvers verwendet. Die gefundenen Jodwerte sind folgende: 


Tabelle XVII. 





Vorder- Hinter- Vorder- Hinter 
lappen lappen lappen | lappen 
mg-9/)  mg-/9 mg-%/o | mg-%/9 
Jod Jod Jod Jod 
Kalb, weiblich . ...)| 0,43 | 026 | Stier. ....... =. | 0,40 | 0,23 
Jungkuh. ......{|| 0,60 | 0,27 | Schwein. ..... . || 0,70 | 0,26 
Kuh. ......... 0,53 0,34 | Schaf.Gesamthypophyse 0,21 | — 
Kalb, mannlich . . . . 0,41 0,23 | Meerschweinchen, Ge- 





Jungochse ......, 040 0,16 samthypophyse. . . 133 > — 





roxin 


von 


erte. 
iten, 


siten 
sen 


abig 
Jod- 
‘itut 
onde 


lere 
sen 
hen 
>er- 
ge- 
des 
de: 


iter 
pen 


d 
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Die Hypophyse weiblicher Tiere weist also einen gréBeren Jod- 
gehalt auf als die mannlicher Tiere. Auch ist der Hypophysenvorder- 
lappen reicher an Jod als der Hypophysenhinterlappen. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird eine Modifizierung der Fellenbergschen Methode be- 
schrieben, durch die bei der Veraschung Jodverluste verhindert werden. 

2. Rechte und linke Schilddriise enthalten praktisch dieselbe 
Jodmenge. 

3. Die Schilddriisen weiblicher und maéannlicher Tiere haben 
denselben Jodgehalt. 

4. Das Alter der Tiere hat geringen EinfluB auf den Jodgehalt der 
Driise. 

5. Der Jodgehalt der Schilddriisen schwankt betrachtlich mit den 
Jahreszeiten: die héchsten Jodwerte wurden in den Driisen im Winter 
geschlachteter Tiere gefunden, die niedrigsten Jodwerte im Sommer. 

6. Die Herkunft der Tiere beeinfluBt ebenfalls den Jodgehalt der 
Driisen: Die Driisen der aus dem Kiistengebiet stammenden Tiere 
sind jodreicher als die Driisen der aus dem Landesinnern stammenden 
Tiere. 

7. Der Thyroxingehalt der Schilddriisen ist unabhangig vom Jod- 
gehalt derselben: es kann deshalb immer nur ein ganz bestimmter Teil 
des Jods an Thyroxin gebunden sein. 

8. Die Hypophyse weiblicher Tiere enthalt mehr Jod als die von 
miannlichen Tieren. Der Hypophysenvorderlappen ist jodreicher als der 
Hypophysenhinterlappen. 


Literatur. 
1) Fellenberg, diese Zeitschr. 139, 371—-452, 1923; 142, 246—-266, 1923; 
152, 116—-127, 1924; 224, 170, 1930. — 2) Vedl u. Sturm, Deutsch. Arch. f. 


klin. Med. 147, 167-223, 1925; Blum, Schweiz. med. Wochenschr. 157, 
808—813, 1927; Hodjer, diese Zeitschr. 205, 273—-296, 1929; Me Clendon, 
J. of biol. Chem. 60, 289-299, 1924; Jochmann, diese Zeitschr. 194, 454—465, 
1928; Glimm u. Isenbruch, ebenda 207, 368—376, 1929; Pfeiffer, ebenda 
195, 128-133, 1928; Roman, ebenda 207, 416—-425, 1929; Scheffer, ebenda 
228, 426—436, 1930; Sturm, Plétneru. Maas ebenda 280, 396, 1935; Doering, 


ebenda 280, 442, 1935. —- 3) Roman, ebenda 207, 416, 1929. 4) Scheffer, 
ebenda 247, 418, 1932. —- 5) Hodjer, ebenda 205, 273, 1929. 6) Fenger, 
J. of biol. Chem. 14, 397, 1913. 7) Goslino u. Ferrero, C.r. Soc. Biol. 
49, 446, 1928. —- 8) Martin, Pharm. J. 89, 144, 1912. — 9) Seidell u. Fenger, 
J. of biol. Chem. 18, 517, 1913. 10) Dawborn, Amer. Austr. J. Exp. Biol. 
Med. Science 6, 66, 1926. 11) Harington, Biochem. J. 20, 293, 1926. 


12) Blau, J. of biol. Chem. 102, 269, 1933. 
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Fraktionierte Jodbestimmungen in menschlichen Organen. 
Ein Beitrag zur biologischen Funktion des Gewebsjods. 
Von 
A. Sturm und L. Roekmann. 
(Aus der Medizinischen Universitats-Klinik Jena.) 


(Bingegangen am 1. Juli 1936.) 


Die tierexperimentellen Studien von Sturm und Fitner (1) an 
Kaninchenmuskulatur und Kaninchenlebern, deren glykolytischer Stoff- 
wechsel kinstlich durch tetanische Muskelkontraktion bzw. durch 
Insulingaben beeinfluBt wurde, lieBen eine Wechselbeziehung zwischen 
dem glykolytischen StoffwechselprozeB dieser Organe und einer be- 
stimmten Jodfraktion, nimlich dem sogenannten wasserléslichen- 
acetonunléslichen Jod, das als eine lésliche JodeiweiBfraktion wahr- 
scheinlich thyreogener Genese betrachtet wurde, erkennen. Damit 
erOffnete sich erstmalig ein Blick in wichtige Partialfunktionen des 
Gewebsjods. In Fortsetzung der Gewebsjodstudien gingen wir dazu iiber, 
nichtthyreoide menschliche Koérperorgane nach der Methode von 
Lunde und Wulfert (2) zu fraktionieren!, um eventuell aus charak- 
teristischen Verschiebungen im Jodgehalt dieser Fraktionen, die nach 
dem Leipertschen (3) Verfahren [in der Sturmschen (4) Modifikation} 
analysiert wurden, bei bestimmten Erkrankungen Riickschliisse auf die 
biologische Funktion dieser Jodstoffe ziehen zu kénnen. 

Bei der Vielgestaltigkeit des pathologischen Geschehens in den 
verschiedenen Kérperorganen war von vornherein eine gewisse Be- 
schrankung auf bestimmte Organe notwendig. Da die Jodverteilung 
iiber die aus normalen tierischen Lebern gewonnenen Fraktionen uns 
bekannt war und die Pathologie der menschlichen Leber durch Sektion 
und histologische Untersuchung sicher diagnostisch beurteilt werden 
konnte, stellten wir zunachst die Leber in den Brennpunkt unserer 
Betrachtung. Wir untersuchten 21 menschliche Lebern, die uns von 
Prof. Berblinger, dem Direktor des Pathologischen Instituts Jena?, zur 
chemischen Analysierung zur Verfiigung gestellt wurden. Die Ergebnisse 
der fraktionierten Jodbestimmung sind in Tabelle I zusammengestellt. 


1 Uber die technischen Einzelheiten der Gewebsfraktionierung siehe 
bei Sturm und Eitner (1). — * Wir sprechen auch an dieser Stelle Herrn Prof. 
Berblinger fiir sein liebenswiirdiges Entgegenkommen unseren ergebenen 
Dank aus. 
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54 A. Sturm u. L. Rockmann: 


Diskussion der Tabelle I. 


In Fall | bis 5 waren in der Leber keinerlei Krankheitsveranderungen 
nachweisbar; wir betrachten daher diese Falle in bezug auf ihr Leber- 
parenchym als Normalfdlle. In diesen Normalfallen schwankt die Gesamt- 
jodkonzentration zwischen 23 und 31 y-°% (durchschnittlich 25,8 y-%); der 
Jodgehalt verteilt sich auf die einzelnen Fraktionen in der Weise, daB durch- 
schnittlich 19° der Gesamtjodmenge in der léslichen EiweiSfraktion 
(wasserléslich-acetonunléslich), 38,49 in der sogenannten anorganischen 
Jodfraktion (wasserléslich-acetonléslich) und 42,6° in der sogenannten 
Zellwandjodfraktion (wasserunléslich) gefunden wurden. Die wahrscheinlich 
thyreogene Jodeiweibfraktion ist betrachtlich geringer als die entsprechende 
Fraktion in Kaninchenlebern oder in der Schilddriise selbst. 

Durch besonders hohes Gesamtjod, das bei Normallebern je nach 
Gewicht zwischen 269 und 660 » schwankt, zeichnen sich jene Lebern aus, 
die von Basedowkranken stammen; dabei sind die Prozentsatze der Jod- 
fraktionen gegeniiber der Norm nicht wesentlich verandert; nur die lésliche 
JodeiweiBfraktion liegt etwas unter der Norm. Es ist dies nicht weiter ver- 
wunderlich, da nach Lunde (4) in primartoxischen Basedowschilddriisen die 
lésliche JodeiweiBfraktion auf fast die Halfte des Normalwertes abgesenkt ist. 

Die Griinde, die zur tibermaBig starken Jodierung der Leber bei einem 
an den Folgen eines Schilddriisenkrebses verstorbenen Manne (s. Fall 21) 
fiihrten, sind nicht ohne weiteres erklarbar; vermutlich war die Struma 
maligna, wie dies hiufig der Fall ist, zugleich hyperrhoisch wie ein Basedow- 
kropf. 

Besonders auffallig ist die hohe Gesamtjodmenge in den von Buchholz 
untersuchten Lebern bei Peritonitiskranken; es liegt hier die Annahme nahe, 
das der erhéhte Stoffwechsel der im Bereich der peritonealen Entziindung 
gelegenen Organe diese Jodanreicherung verschuldet hat. 

Fiir die biologische Auswertung des Gewebsjods wichtig ist das Ergebnis 
der Gesamtjodanalyse und der Jodfraktionierung einer Leber bei Laennec- 
scher atrophischer Cirrhose. Mit dem Riickgang der Stoffwechselfunktion der 
Leber und der Vermehrung des bindegewebigen Anteils am Parenchym 
vermindert sich der Jodgehalt, und zwar auf Kosten der léslichen JodeiweiB - 
fraktion, ein Zeichen dafiir, wie innig diese Gewebsjodfraktion mit der Stoff- 
wechseltatigkeit des Organs verkniipft ist. Dieser pathophysiologische Stoff- 
wechselvorgang paBt sehr gut zu den eingangs genannten tierexperimentellen 
Studien von Sturm und Eitner iiber Beziehungen des Gewebsjods zum Gly- 
kogen. — Bei der akuten gelben Leberatrophie dagegen, bei der wohl die 
Qualitaét der Stoffwechselprozesse, nicht aber die Intensitaét grundlegende 
Umstellungen erfahrt, ist der Jodgehalt nicht verandert. 

Das Lebensalter hat erheblichen EinfluB8 auf die Jodfraktionen des 
Lebergewebes: in hohem Alter verringert sich die lésliche JodeiweiBfraktion 
unter Anreicherung des Jods in der wasserunléslichen Fraktion, die man mit 
groBer Wahrscheinlichkeit als Zellwandjod betrachten kann. So finden sich 
bei einem im 69. Lebensjahr verstorbenen Mann mit seniler Demenz drei 
Viertel des Gesamtjods in dieser wasserunléslichen Fraktion, wiaihrend bei 
einem '/,jahrigen Saugling diese Fraktion den niedrigsten Wert von allen 
untersuchten Fallen aufweist. 

Betrachten wir nunmehr die bei bestimmten Gehirnerkrankungen ein- 
tretenden Verschiebungen innerhalb der Jodfraktionen der Leber, so kommen 
wir zu folgenden interessanten Feststellungen: Bei Cerebralsklerose, bei 
seniler Demenz kann die lésliche JodeiweiBfraktion sehr stark, ja sogar bis 
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zum 0-Wert abgesenkt sein. Man kénnte diese Beobachtung als cerebrale 
Einfliisse auf die Jodverteilung der Organe ausdeuten. Solehe vom Zentral- 
nervensystem ausgehende Abhangigkeitsbeziehungen des Gewebsjods werden 
besonders auffallig in Fall 15 und 16, in welchen schwere funktionelle Schaden 
des Gehirns (endogene Depression, Veronalvergiftung) bestanden. Hier ist im 
Gegensatz zur senilen Demenz, bei der das Krankheitsbild durch den Riick- 
gang aller cerebralen Funktionen beherrscht wird, die lésliche JodeiweiB- 
fraktion sehr betrachtlich, d. h. um 100 bis 150°, erhéht. Auch ein Fall mit 
schweren organischen Gehirnveranderungen (encephalomalacischen Er- 
weichungsherden) zeichnet sich durch einen hohen Prozentsatz der léslichen 
JodeiweiBfraktion aus. Inwieweit diese Beobachtungen einen Beitrag 
bedeuten zur Frage der zentrogenen Regulation des Jodstoffwechsels (die 
wir fiir den Mechanismus der Basedowstoffwechselstérungen schon seit 
langem vermuten') bedarf noch weiterer Forschung. 


Die Beobachtungen bei Carcinomkranken sind nicht ganz einheitlich: 
am eindrucksvollsten sind die vergleichenden, fraktionierten Jodbe- 
stimmungen im Krebsknoten einer Leber und in einem krebsfreien Leber- 
gewebe desselben Falles. Dabei zeigte sich, daB, solange der Krebsknoten sich 
aus einem massiven, lebendigen Zellmaterial mit erhGhtem glykolytischem 
Stoffwechsel aufbaut, eine Jodanreicherung im Krebsgewebe? unter Er- 
hohung der léslichen JodeiweiSfraktion stattfindet, wihrend im umgebenden 
nichtkrebsigen Gewebe eine erhebliche Jodverarmung, vor allem ein vélliger 
Schwund der léslichen JodeiweiBfraktion und des Zellwandjods auftreten 
(s. Fall 17). Besitzt dagegen der Krebsknoten einen gréReren zentralen 
Nekroseherd, so verschieben sich der Gesamtjodgehalt und die lésliche Jod- 
eiweiBfraktion in der umgekehrten Richtung, d.h. das umgebende nicht- 
krebsige Gewebe wird nunmehr jodreicher als das nekrotische Carcinom, 
das vor allem seine hohe, lésliche JodeiweiBfraktion verliert, wahrend es die 
Zellwandjodfraktion behauptet (s. Fall 18). Die Verschiebungen der Jod- 
fraktionen im krebsigen Gewebe zeigen wiederum eindrucksvoll die Ab- 
hangigkeit der Jodfraktionen vom Funktionszustand der Gewebszellen. — In 
Fall 19 liegt die Gesamtjodkonzentration des krebsfreien Lebergewebes bei 
einem metastasierenden Bronchialearcinom erheblich unter der Norm 
wahrend die lésliche JodeiweiBfraktion ahnlich wie in Fall 20 etwas erhéht ist 


Diese aus der Jodbestimmung von Lebergeweben gewonnenen 
Erkenntnisse kénnen durch fraktionierte Joduntersuchungen von 
krebsigem und nichtkrebsigem Lungengewebe, von Milzen, von Skelett- 
muskulatur und Herzmuskulatur, iiber die Tabelle I] berichtet, noch 
gefestigt bzw. erginzt und erweitert werden. 


Diskussion der Tabelle IL. 


Aus den fraktionierten Jodbestimmungen von Muilzen geht hervor: 
Die durchschnittliche Konzentration der léslichen Jodeiweibfraktion legt 


1 Siehe hieriiber bei A. Sturm ,,EinfluB des Zwischenhirns auf den Jod- 
stoffwechsel* (6), ,,Zur Blutjodfrage* (4). 2 Vel. hierzu besonders auch 
die bereits 1928 von Sturm und Buchholz mitgeteilten Beobachtungen der 
Gesamtjodkonzentration von Krebsknoten und krebsfreiem Lebergewebe 
desselben Falles. 
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etwas hoher als die der Leber. Auffallend jodarm, sowohl hinsichtlich des 
Gesamtjodgehalts als auch hinsichtlich der prozentualen Jodkonzentration, 
ist eine Milz bei schwerem Stauungsikterus. Septische Milzen zeigen eine ge- 
wisse Anreicherung des Jods in der ,,anorganischen‘‘, acetonléslichen 
Fraktion auf Kosten des léslichen JodeiweiBes (Fall 2, 3 und 4); eine Aus- 
nahme hiervon macht eine Puerperalsepsis; hier werden vermutlich die Jod- 
verteilungsverhaltnisse durch das Puerperium, in dem bekanntlich die 
Schilddriisentitigkeit etwas erhéht ist (Anstieg des Blutjods!) beherrscht. 
Die Gesamtjodkonzentration der septischen Milzen ist, ebenso wie bei der 
leukdmischen Milz, nicht wesentlich veraindert; entsprechend der Ver- 
groBerung des Gewichts steigt lediglich der absolute Wert des Gesamtjods. 
Die 1928 von Buchholz nach der Fellenberg-Methode untersuchten Milzen 
stimmen in threr Jodkonzentration gut mit den nach der Leipert-Methode 
gewonnenen Resultaten iiberein (Durchschnittswert der prozentualen 
Gesamtjodkonzentration der Fille 1 bis 10 nach Leipert analysiert 23,4 y-%, 
der Buchholz-Falle 3 bis 6 nach Fellenberg analysiert 25,75 y-%). Ganz 
auBerordentliche Jodanreicherung zeigen nach Buchholz Milzen im Bereich 
des Entziindungsgebietes einer akuten Peritonitis (ahnlich wie dies bereits 
von der Leber erwahnt wurde). Eine besonders hochgradige Verarmung an 
léslichem JodeiweiB und entsprechende Jodanreicherung in der wasser- 
unléslichen Zellwandjodfraktion ist (in Analogie zur Leber) bei der Milz einer 
senilen Demenz festzustellen. 

Von den Jodbestimmungen in der Skelettmuskulatur kénnen Fall 2 
und 3 als Normalfalle betrachtet werden; die lésliche JodeiweiBfraktion ist 
geringer als die der Leber. Der Vergleich mit der léslichen JodeiweiBkonzen- 
tration normaler tierischer Gewebe (Kaninchen) zeigt, da} zwar, wie wir bereits 
bei Tabelle I betonten, das tierische Gewebe prozentual jodreicher ist, da{ 
aber das Verhaltnis des léslichen EiweiBjods der Leber zum léslichen Eiweib - 
jod der Muskulatur dasselbe ist, naimlich 5 : 3. Interessant ist die auBerordent- 
lich hohe Jodkonzentration der Muskulatur eines Basedowkranken (80 -°%o 
gegeniiber dem normalen Durchschnittswert von 27 7-°%)!). Die Prozent- 
sitze der Jodfraktionen verhalten sich ahnlich wie bei Basedowlebern, d. h. 
sie zeigen keine grundsitzlichen Anderungen gegeniiber der Norm. — ie in 
Fall 1 beobachtete Verschiebung der Jodfraktionen zugunsten des léslichen 
JodeiweiBes, das auf 28% des Gesamtjods ansteigt, méchten wir, ahnlich 
wie bei Leber, Fall 14, 15 und 16, in Verbindung bringen mit cerebralen 
Einwirkungen auf die Jodverteilung; denn auch hier wird das Todesereignis 
beherrscht von funktionellen Gehirnschadigungen. — Bei den Buchholzschen 
Falien kénnen wir heute, wo sich unsere Vorstellungen itiber die Bedeutung 
des Gewebsjods in mancher Hinsicht geweitet haben, noch nachtraglich aut 
folgende Besonderheit hinweisen: Die niedrigste Jodkonzentration fand sich 
nach Buchholz bei jenen Patienten, die durch langes Krankenlager entwo6hnt 
waren, ihre Muskulatur funktionell starker zu beanspruchen. Es scheint 
sich hierin wiederum die schon anderweitig beobachtete Abhangigkeit des 
Gewebsjods vom Funktionszustand des Organs in dem Sinne, dal eine 
Minderung der Funktion ein Absinken des Gewebsjods zur Folge hat, zu 
offenbaren. 

Die Herzmuskulatur verhalt sich hinsichtlich der Gesamt- und frak- 
tionierten Jodkonzentration ahnlich wie die Skelettmuskulatur. 

Die an einem durch Nekrose zerfallenden Carcinomknoten der Lunge 
beobachtete Jodverteilung stimmt sehr gut mit den entsprechenden Unter- 
suchungen an dem Careinomknoten der Leber iiberein, d. h. Minderung der 














60 A. Sturm u. L. Rockmann. 





Jodkonzentration, besonders der léslichen JodeiweiBfraktion im zerfallenden 
Gewebe unter zihem Festhalten der Zellwandjodfraktion. Da sich spezi- 
fisch entziindetes, proliferativ-tuberkuléses Lungengewebe besonders stark 
mit Jod anreichert, exsudativ-verkistes Gewebe dagegen jodverarmt, haben 
Sturm und Buchholz bereits 1928 erwahnt. 


Zusammenfassung. 


Aus fraktionierten Joduntersuchungen an 21 Lebern, an 11 Milzen, 
an Skelett- und Herzmuskulatur, an Lunge von menschlichen Leichen 
kénnen (unter Heranziehung der von Sturm und Buchholz 1928 bekannt- 
gegebenen Jodverteilungsstudien) als Beitrag zur Erkennung der bio- 
logischen Funktion des Gewebsjods folgende Feststellungen gemacht 
werden: 

1. Mit dem Riickgang der Zellvitalitét bzw. der Gesamtorgan- 
funktion mindert sich die Gesamtjodkonzentration, und zwar vor allem 
auf Kosten der léslichen JodeiweiBfraktion, die auf Grund der Unter- 
suchungen von Sturm und Eitner wahrscheinlich als thyreogene Fraktion 
betrachtet werden mu. (Beobachtet an Greisenorganen, an der Musku- 
latur langbettlageriger Patienten, an der Leber einer atrophischen 
Lebercirrhose, an nekrotischem Carcinomgewebe in Leber und Lunge, 
an tuberkulés-verkastem Lungengewebe.) 

2. Gewebe krankhaft gesteigerter Stoffwechseltatigkeit ist jod- 
reicher als Normalgewebe; dabei ist meist die Konzentration der lés- 
lichen JodeiweiBfraktion besondeis erhéht. (Beobachtet an nicht- 
nekrotisiertem Carcinomgewebe, an tuberkulés-proliferativem Lungen- 
gewebe, an Basedowmuskulatur und Basedowleber, an Leber und Milz 
bei akuter Peritonitis.) 

3. Der Funktionszustand des Zentralnervensystems scheint die 
Jodverteilung der Organe, besonders die lésliche JodeiweiBfraktion, 
entscheidend beeinflussen zu kénnen. (Beobachtet an den Jodfraktionen 
der Leber, Milz und Skelettmuskulatur bei Cerebralsklerose, seniler 
Demenz, endogener Depression, Veronalvergiftung, Encephalomalacie, 
Encephalographie.) 

4. Die wasserunlésliche Zellwandjodfraktion nimmt im Alter und 
auch in nekrotischem Tumorgewebe auf Kosten der itibrigen Jod- 
fraktionen zu. 

Literatur. 

1) Sturm u. Eitner, diese Zeitschr. 286, 204, 1936. — 2) Lunde u. Wiilfert, 
Endokrinologie 7, 327, 1930. —- 3) Leipert, diese Zeitschr. 261, 436, 1933; 
270, 448, 1934. —- 4) Sturm, Plétner u. Maa, ebenda 280, 396, 1935. - 
5) Sturm u. Buchholz, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 161, 227, 1928. — 6) Sturm, 
Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 93, 490, 1934. 
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Butyl- und Acetongirungen. 


II. Mitteilung: 
Weiteres iiber die Zwischenprodukte der Butanolacetongirung. 


Von 
Konrad Bernhauer, Anton Iglauer, Willibald Groag und Rudolf Kéttig. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
Deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 1. Juli 1936.) 


Im Anschlu8 an die I. Mitteilung! werden hier weitere Versuche 
iiber die Umwandlung méglicher Zwischenprodukte der Butanol- 
Acetongarung beim Zusatz zu einer normalen Vergarung von 
Kornschrotmaische mitgeteilt. Zur Erganzung der Befunde der I. Mit- 
teilung wurde hier die Vergarung insbesondere in Gegenwart von 
Calciumearbonat durchgefiihrt. In Gegenwart desselben kommt es 
bekanntlich zur Festlegung der intermediar entstehenden Sauren 
(Buttersaéure und Essigsaure),:so daB diese keine weitere Umwandlung 
mehr erfahren kénnen. Die Bildung nicht saurer Garprodukte ist dabei 
stark herabgesetzt. Vermutlich entstehen diese (in geringem Ausmaf) 
nur deshalb, weil die Abneutralisierung der zunachst auftretenden 
Sauren durch das Calciumcarbonat unter den Versuchsbedingungen 
nicht vollstaéndig ist®. Sodann untersuchten wir den Garverlauf bei 
Zusatz von Brenztraubensaure, Milchsiure, Crotonséiure und Butyr- 
aldehyd, um festzustellen, wieweit diese in die Garprodukte umgewan- 
delt werden. Im folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchung 
zusammengefaBt. 

Ein Vergleich des Gdrverlaufs in Gegenwart und in Abwesenheit von 
Calciumcarbonat zeigte, daB im ersten Fall stets etwas weniger Gar- 
produkte erhalten werden als im zweiten Falle. Dies kénnte damit zu- 
sammenhangen, daf im ersten Falle irgendwelche Garprodukte bei der 
analytischen Aufarbeitung nicht erfaBt werden. Es handelt sich dabei 
vielleicht um Milchsiure, die in Gegenwart von Calciumcarbonat in 
gréBeren Mengen auftreten mag und die von Speakman* bei der Ver- 
garung von Mais durch Bac. granulobacter pectinovorum in geringen 
Mengen isoliert werden konnte, nachdem schon Winogradsky* und 
Stormer ® Spuren derselben unter den Garprodukten anderer Bakterien 
der Amylobactergruppe nachgewiesen hatten. — Im iibrigen ist sehr 
bemerkenswert, daB in Gegenwart von Calciumcarbonat die Gesamtmenge 


1 Bernhauer u. Kirschner, diese Zeitschr. 280, 379, 1935. — * So zeigt 
sich auch, daB je nach dem Mae der Abneutralisierung die Butterséure- 
menge und damit auch die Butanolmenge in gewissen Grenzen schwanken 
kann. — *? J. of biol. Chem. 58, 395, 1923. — 4 Centralbl. f. Bakt. II, 9, 43, 
1902. — *° Ebenda II, 18, 171, 1904. 
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der Butylprodukte (Buttersiure und Butanol) erheblich gréBer ist als 
in Abwesenhett von Calciumcarbonat. Hinsichtlich der ,,Acetonprod wkte* 
(Aceton, Essigsiure, Athanol!) ergibt sich ein wmgekehrtes Verhalten. 
Dieser Befund kénnte in zweierlei Weise erklirt werden, und zwar: 
Entweder findet infolge der geanderten Milieubedingungen (anderes py) 
eine Verschiebung der Richtung des Garverlaufs statt (also in Gegenwart 
von Calciumearbonat starkere Tendenz zur Bildung von Butylprodukten) 
oder aber stellt die Butterséure nicht nur ein Zwischenprodukt bei der 
Bildung des Butanols, sondern auch des Acetons vor (entweder auf dem 
Wege iiber Crotonsiure — Essigsiure usw. oder direkt tiber Acetessig- 
saure). 

So soll auch nach dem von Speakman (1. c.) aufgestellten Garungs- 
schema die Umwandlung der Butterséure in zweierlei Richtung erfolgen, 
namlich: 

Oh sits Butyraldehyd — H Butanol 


H.O0, —4Ho 


Buttersaure l 
—> Acetessigsiure ——> Aceton + CO, 


Die direkte Umwandelbarkeit der Buttersiure in Aceton in Abwesenheit von 
Calciumearbonat hat sich allerdings bisher noch nicht in gréBerem AusmaBe 
nachweisen lassen, sondern es findet in erster Linie Reduktion derselben zu 
Butanol statt. —- Bekanntlich entsteht Aceton in erster Linie auf dem Weg 
Essigsaure —- Acetessigsaure. 

Umwandlung des Butyraldehyds. In Abwesenheit von Calcium- 
carbonat findet vor allem Bildung von Butanol aus dem Butyraldehyd 
statt (vgl. I. Mitteilung). Ob dabei lediglich Reduktion eintritt oder 
auch dismutative Umwandlung des Butyraldehyds, lieB sich in diesem 
Falle nicht entscheiden, da in saurer Lésung auch Butterséure zu 
Butanol reduziert werden kann. Die hier wiedergegebenen Versuche 
in Gegenwart von Calcitmcarbonat zeigen jedoch, daB die Um- 
wandlung des Butyraldchyds lediglich durch Reduktion erfolgt, denn es 
konnte keine Erhéhung der Buttersiuremenge festgestellt werden, 
sondern es gingen etwa 80° des Butyraldehyds direkt in Butanol iiber?. 

Crotonsiure wurde in Gegenwart von Calciumearbonat zum ganz 
iiberwiegenden Teil in Essigsiure umgewandelt (etwa 66 bis 80°) und 
nur eine getinge Menge in Butylprodukte (maximal etwa 26°). — In 
Abwesenheit von Calciumearbonat wurden teilweise wesentlich gréBere 
Mengen in Butylprodukte iibergefiihrt (vgl. I. Mitteilung). Die einfache 


1 Wie aus den Ergebnissen der I. Mitteilung ersichtlich ist, kann Essig- 
siiure sowohl in Aceton wie auch in Athanol umgewandelt werden. Vgl. 
auch Tabelle I. 2 Wir sind damit beschaftigt, diesen Hydrierungs 
vorgang, sowie vor allem die Hydrierung von Carboxylverbindungen ein- 
gehender zu studieren, und zwar vor allem mit fertigen Bakterienmassen ; 
dabei wird vor allem von Wichtigkeit sein, ob der zur Hydyierung er 
forderliche Wasserstoff unmittelbar aus dem GarprozeB stammen mui 
oder nicht. 
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Hydrierung der Doppelbindung der Crotonsiure bei der Garung scheint 
demnach keine glatt verlaufende Reaktion zu sein!. 

Brenztraubensdure wurde in Gegenwart von Calciumecarbonat fast 
durchweg in Essigséure umgewandelt (iiber 76°), wobei in einem Falle 
die Butylprodukte sogar etwas vermindert waren (Versuchsteihe 2). 
In einem anderen Falle fand gleichzeitig auch eine kleine Erhéhung der 
Buttersiuremenge statt (Versuchsreihe 1). Ebenso konnten Johnson, 
Peterson und Fred* feststellen, daB die Brenztraubensaéure nur in ge- 
ringem Ausma8 in Butylprodukte iibergeht, dagegen in der Hauptmenge 
in Essigsiure verwandelt wird. — In Abwesenheit von Calciumcarbonat 
fand dagegen eine wesentliche Steigerung der Menge an Butylprodukten 
statt, wobei zugleich die Acetonprodukte eine Verminderung erfuhren 
(vgl. Versuchsreihe 4). 

Milchsdure verhielt sich in Abwesenheit von Calciumcarbonat fast 
genau so wie Brenztraubensaure unter den gleichen Bedingungen ; dieselbe 
verursachte also eine Erhéhung der Butylprodukte unter gleichzeitiger 
Verminderung der Acetonprodukte (Versuchsreihe 7). In Gegenwart 
von Calciumearbonat fand insbesondere eine Erhéhung der Menge an 
Buttersdure und Essigsaéure statt (Versuchsreihe 6). 

Beschreibung der Versuche. 

Dieselben wurden in genau derselben Weise durchgefiihrt wie in der 
I. Mitteilung (1. c.). Der Zusatz an Sauren usw. erfolgte stets zu der stark 
girenden Maische, und zwar in Form von 5 bzw. 10 cem m/10-Lésungen. 
Es wurden stets zwei Parallelversuche durchgefiihrt (je 50cem 6 °iger 
Kornmaische), die sodann zum Zweck der Analyse vereinigt wurden. Bei 
jeder Versuchsreihe wurden Vergleichsversuche angeschlossen, die keinen 
Zusatz (bzw. nur Wasser) erhielten. Hinsichtlich der Durchfiihrung der 
Analysen usw. sei auf die friihere Mitteilung verwiesen. Als Garungs- 
organismus kam gleichfalls wieder Clostridium butyricum zur Verwendung ’*. 


Tabelle I. 








Girprodukte | Girprodukte in Differenz der Aquiv. 
Art der Girprodukte in mg | Glucosefaquiv. (Pluswerte) 

0 Caco, | 0 CaCO, 0 CaCO, 
Buttersdure ...... 32.4 630,0 66,3  1289,0 — 1222.7 
pono 2) eae 45,7 974,0 108,2  865,8 — 
Essigsiure. . . 2... 102,1 | 230,7 153.2, 34615 — 192.9 
tS) eee 445 22,2 87,1 41,5 45,6 oa 
MME 5 sk ee 3 eee 13,2 689,9 41,0 6489 -- 
Butylprodukte . . ... _— — 1040.3  1397,2 — 356,9 
Acetonprodukte .. . . _ — 930.2 428.6 501,6 - 
Gesamtsumme .... . — ~- 1970,38 1825.8 144.5 ~- 


' Versuche zur Hydrierung von Crotonsiure mittels gaérender Hefe 
fiihrten nicht zum Ziel; es konnte dabei keine Spur Butterséure nach- 
gewiesen werden. — ? J.of biol. Chem. 101, 145, 1933. — * Nachdem 
unser friiher benutztes Bakterium in seinem Garvermégen stark geschwacht 
war, bezogen wir eine neue Kultur des gleichen Bakterienstammes (Nr. 824 
der American Culture Collection). Fiir die Zusendung der Kultur sind wir 
Herrn Prof. Dr. W. H. Peterson sehr zu Dank verpflichtet. 
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a) Vergleich des Gdrverlaufs in Gegenwart und Abwesenheit von Caletum- 
carbonat. Es wurden stets je 50 cem 6 ° iger Kornmaische vergoren, und zwar 
mit oder ohne Zusatz von CaCO, (je 2g pro Versuch). Alle Werte in der 
Tabelle I stellen Mittelwerte vor (also fiir 50 cem Substrat). Die Ermittlung 
der Glucoseaiquivalente (mg-Aquivalente) erfolgte auf Grund der Gar- 
gleichungen fiir die einzelnen Garprodukte (vgl. I. Mitteilung). 

b) Umwandlung von Brenztraubensdure sowie Milchsdure in Gegenwart 
sowie Abwesenheit von Calciumcarbonat, ferner von Crotonsdure sowie Butyr- 
aldehyd in Gegenwart von Calciumcarbonat. Analysenwerte, ausgedriickt in 
Glucoseaquivalenten, sind in Tabelle II wiedergegeben. 


Tabelle II. 





Garprodukte und Differenzen in Glucoseiquivalenten 


3 ey Baye 

z inGlu- ~=* 2s . 7 
~ aon og re Butter- | Buta-  Essig- Atha- Ace- yg — Gesamt- 
Nr. aiqu.)* OD séure nol siure nol ton dukte dukte | menge 
0 999.9 488 221.2 51,0 116.9 1048.6) 889,1 1487,7 
: 90 1025.6 64,0 2665 44,5 111,7 10896 422.6 15122 
—| + +258) +152' +453 -—65 —52 | + 41,0) +836 +746 
2 1180 10206 546 341.0 44,5 117.5 1075.2 502,8 1578.1 
z|- +208 +458 +1198 —65 +0,6 | + 26,6 + 113,7 +139,3 
| Ee | 0 1289.0 1082 3461 41,5 41,0 1397.2 428.6 1825,8 
9! 5 3180 + 12990 614 4845 523 43,1 13604 579,9 1940,5 
i ¢ }— + 10.0 —46.8'+1884 +108 +21 —368+ 151,38 +1145 
= | 0 1195.0 38.1 314.0 32,3 63,7 1233.1 410,0 1643.2 
3 | 2 | 90 + 12086 28,7 3581 44,9 77,1 1232.3 479.2 1711,4 
i} JF —| +86 —94 > +442 + 11,7 +134) -—0,8 + 69,3) + 68,5 
0 66.3 974.0 1532 87,1 689.9 1040.3 930.2 1970,5 
4 90 0 143.5 1023.0 131.8 75,1 6408 11665 847,7 2014,2 
| — +772 +490 —21,4 —12,0 -49,1 +1262 - 82,5 + 43,7 
0 1150.2 364 355.0 444 86,7 11866 486,1 1672.7 
| 90 11828 431 3555 47,9 85,0 1225.9 488.4 1714.3 
5 —| +4326) +67] +05 +35) —1,7] +893) +2,3) + 41,6 
| 180 1207.8 604 383.9 57,5 92,6 12682 534,0 18022 
>I + 57.6 + 24.0' +289 +181) +59 | +816 + 47,9 +129,5 
a] 0 12049 43,0 3145 481 69.4 1247.9 482.0 1679.9 
| @) 90 12128 45,0 327.5 529 682 1257.8 4485 17063 
6%) S )—| +) +79) +2,0'+180) +48) —1,2 || +9,9) +165 +264 
| = |180 12339 637 3452 60.0 711 12976 476.3 1773.9 
_ +290 +20,7 + 30,7 +119) +1,7 | +49,7 + 44,3 + 94,0 
0 66,3 974,0 153.2 87,1) 689,9 10403 9302 1970,5 
7 90 0 100.3 1020.0 110.5) 97,5) 686.8 11203 894.8 2015.1 
— + 84.0 + 46,0 — 42,7 +104' —31 || + 80,0 — 35,4) + 44,6 





| 
| 
2/( 0 1011.0 01,0) 2241 589 180.8 1312.0; 463.8 1775.8 
2 | 90 1076,0 259.9 300,8, 48,9 177,1  1835,9) 526,8 1862.7 
84\.2.—| + +650 —41,1/ + 76,7;-—10,0 —3,7 | + 23,9] + 63,0 + 869 
| 2 180 10560 267°8| 3442 583 1722 | 1323,8 574.7 1898.5 
& (— + 45.0 — 33,2 +1201) -06 —86 > + 11,8+ 110.9 +122.7 
{ Eb] 0 1011.0 301,0 2241 58,9 1808 1312.0 463,8 1775,8 
9) 23 )180 + 1007.0 4460 269.0 65,7 1606 1453,0 495,3 1948.3 
asl — ~4.0 +1450 +449 +68 —202 +141,0 + 31,5 +1725 


Pro Kolben (50 ccm Substrat) je 5 bzw. 10 cem m/10 Liésung. 
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Die stufenphotometrische Bestimmung des Reststickstoffs, 
seiner Fraktionen und der Blutphenole im Folin-Wu-Filtrat. 
Von 
F. Béhm und G. Griiner. 


(Aus dem Laboratorium der Lungenheilstitte der Allgemeinen Pensions- 


. anstalt in Novy Smokovec, CSR.) 


(Eingegangen am 29. Juni 1936.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Obwohl photometrische Bestimmungsmethoden des Reststickstoffs 
und seiner Fraktionen, ausgenommen des Blutharnstoffs, schon aus- 
gearbeitet wurden, erschien uns die Neu- bzw. Umarbeitung der bekannt- 
gegebenen Methoden fiir das Folin-Wu-Filtrat zweckdienlich. Denn es 
bedeutet Ersparnis an Blut, wenn man mit dem Blutfiltrat arbeitet, da 
man ja zur Ausfiihrung der Bestimmung die zehnfache Menge des ent- 
nommenen Blutvolumens zur Verfiigung hat. Dies ist besonders dann 
von Vorteil, wenn man mehrere Blutbestandteile nebeneinander be- 
stimmen will, da zu diesem Zweck die Entnahme von maximal 8 ccm 
Blut vollstandig geniigt. Wollte man eine totale Aufarbeitung der 
Reststickstofffraktionen mit den bisherigen Methoden photometrisch 
vornehmen, so wiirde man mehr Blut benétigen, da nur die Bestim- 
mung des Reststickstoffs fiir das Folin-Wu-Filtrat angegeben wurde. 
Die Bestimmung der Harnsaure geschieht in 4ccm Serum, das mit 
Uranylacetat enteiweiBt wird, die Aminoséuren werden in 0,2 ccm 
mittels Metaphosphorsaure enteiweiBtem Blut bestimmt, Kreatinin 
wird im aus 5cem Blut im Verhaltnis 1: 5 hergestellten Wolframsaure- 
filtrat bestimmt. Um neben Harnsaure auch Kreatinin photometrisch 
zu bestimmen, braucht man also wenigstens 14 ccm Blut. Wir bringen 
nunmehr in méglichster Kiirze die Methodik, die Modellversuche zur 
Darstellung der Extinktionskurven und einige Beleganalysen, die die 
Leistungsfahigkeit der entwickelten Methoden dartun sollen. 

Herstellung des Blutfiltrats. Da Folin [zit.nach van Slyke- Peters (1)] selbst 
darauf aufmerksam machte, daB ein zu rascher Zusatz der ?/,;n Schwefel- 
saure zu einer grobdispersen EiweiBfallung und dadurch zu einem Stickstoff- 
verlust, besonders in der Harnsaéurefraktion, fiihren kann, verwendeten wir 
nach Hadens Vorschlag statt der */,n Schwefelsiure '/,,n Saure. Bei 
diesem Verfahren entfallt die Himolyse mit 7 Vol. dest. Wasser und ein 
Stickstoffverlust ist nicht zu befiirchten. Die EnteiweiBung geschieht also 
wie folgt: Zu 1 Vol. Blut gibt man tropfenweise unter bestandigem Um- 
schwenken 8 Vol. '/,.n Schwefelséure und 1 Vol. 10 °ige Natriumwolframat - 


lésung. Nach 5 Minuten Stehen wird durch ein Faltenfilter filtriert, wobei 
auf absolut klares Filtrat besonders zu achten ist. 
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Reststickstof{f. Wir empfehlen die Methode von Cleghorn und Jen- 
drassik (2), deren Gebrauchsfahigkeit und Genauigkeit von uns in vielen 
Versuchen erprobt wurde. 


Harnstojf. Da fiir die Bestimmung des Blutharnstoffs noch keine 
photometrische Methode angegeben wurde, arbeiteten wir eine solche 
neu aus. Die Methode beruht auf der von Beattie (3) angegebenen 
kolorimetrischen Harnstoffbestimmung mittels Xanthydrol; lést man 
den gefallten Dixanthylharnstoff in Schwefelsaure, so bekommt man 
eine gelbe, Farbe, die noch Harnstoffkonzentrationsdifferenzen von 
1 mg-°, unterscheiden laBt und so die Reaktion zur Ausarbeitung einer 

kolorimetrischen und photometrischen 

















17 40]  Bestimmungsmethode _ geeignet er- 
A Che ma | scheinen laBt. 
w—_—_+— 
Die Extinktionskurve (Abb. 1) wurde 
Q8+ + : ‘ . f 
folgenderweise konstruiert: Zu 1 ecm einer 
4) ERE BED im Verhaltnis 1 : 10 verdiinnten Harnstoff- 
¢ Rime l6sung, deren Konzentration verschiedent- 
oh § lich gewahlt wurde, gibt man Il cem Eis- 
a¢}-—+-—— a essig und 0,2ccm einer 5%igen Xanthy- 
pe aes & 0,335 des drollésung in Methylalkohol. Man 1abt 
‘ /_| _Warnsteff__ etwa 5 Minuten stehen, dann wird die 
val Filter $ ¥3, 30mm-Kivetle Wandung des Reagensglases mit einem 
ad i | "| Glasstab gerieben, um eine kristallinische 
0 0 2 30 40 mgR5d Abscheidung des Niederschlags zu erzielen. 
Man 1aBt noch etwa 1 Stunde stehen und 
Abb. 1. saugt durch Porzellanfiltertiegel Schott, 


Jena, la G4 oder einen Goochtiegel ab. 
Den Niederschlag wischt man nun zweimal mittels mit Dixanthylharnstoff 
gesittigtem Wasser und dann dreimal mit je 3ccm Methylalkohol, bis das 
ablaufende Waschwasser mit 50 % Schwefelséure keine gelbe Farbung ergibt. 
Dann stellt man in die Saugflasche ein bei 10 ccm markiertes Reagensglas in 
der Weise, dai die abgesaugte Fliissigkeit in das Réhrchen rinnt. Man gibt 
5 cem 50% ige Schwefelsiure in den Tiegel, wartet einige Minuten, saugt ab 
und wiischt zweimal mit je 2cem Schwefelséiure nach. Die in dem Réhrchen 
angesammelte gelbe Lésung wird auf 10 ccm aufgefiillt und in der 30 mm- 
Kiivette unter Vorschaltung des Filters S 43 gegen Wasser photometriert. 
Die Bestimmung des Blutharnstoffs geschieht analog, man verwendet 1 ccm 
des Blutfiltrats, die Konzentration wird aus der Extinktionskurve ent- 
nommen. Wie aus Abb. 1 ersichtlich, ist die Extinktionskurve keine Gerade 
(wahrscheinlich wegen der Fluoreszenz der Lésung) und man kann daher 
auch keine einfache rechnerische Beziehung zwischen der Extinktion und dem 
Harnstoffgehalt angeben. Die Leistungsfahigkeit der Methode erhellt aus 
den Kontrollbestimmungen: 





eae x" sheemogen Gefunden 0/) Fehler 
23,5 mg 24,0 mg + 2,12 
47.5 , 480 , + 1,05 
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Harnsdure. Die von Heilmeyer und Krebs (4) fiir das Serum an- 
gegebene Bestimmungsmethode wurde wie folgt auf das Folin-Wu- 
Filtrat umgearbeitet: 


Abgewogene Mengen von Harnsaure (im Blute iibliche Mengen) wurden 
mit 60 mg Lithiumearbonat in warmem Wasser gelést und auf 1000 ecem 
aufgefiillt. Von dieser Lésung wurden aliquote Mengen im Verhiltnis 1: 10 
verdiinnt. Zu 10cem dieser Verdiinnung (die derjenigen des Folin-Wu- 
Filtrats entspricht) kommen nun 0,3cem des Phosphorwolframsaurereagens, 
das nach der Vorschrift von Heilme yer und Krebs bereitet wurde, und 5 ccm 
einer 22 °,igen Sodalésung, undes wird auf 25cem aufgefiillt. Nach 5 Minuten 
wird in der 50 mm-Kiivette unter Vorschaltung des Filters 8 61 photo- 
metriert. Die Extinktionskurve ist in Abb. 2 abgebildet. Die Harnsaure- 
bestimmung im Blute gestaltet sich ana- 


























log; zur Verwendung kommen 10 cem des 10 ima 
Blutfiltrats; die Konzentration wird ent- ag 4 i 
weder aus der Kurve oder aus der ow Sowe See 
Gleichung ¢ = E .10,6mg-% ermittelt. | _¢n€- 106mg % 
Die Kontrollanalysen ergaben folgendes << 
Resultat : a6} 
—_——— f Sa 
Abgewogene Harns&ure Gefanden 0) Fehler £ ay B: i } 
auf 1000 cem Harnsaure 
% or Filter S61, 50mm-Kivete| 
78,8 mg 80,0 mg +15 42 : : : 
66,6 , + 2,1 ar 
Aminosdurestickstoff. Die von 7 é me # 8 mg%10 
Simonelli (5) angegebene Methode zur Abb. 2. 


Aminosaurebestimmung im Blute 

kommt mit 0,02ccm Blut aus, als EnteiweiBungsmittel dient Meta- 
phosphorsaure. Die vom Autor angegebene Extinktionskurve ist 
keine Gerade, sie hat eine leichte, nach oben konkave Kriimmung. 
Die von uns, unabhangig von Simonelli, entwickelte Extinktionskurve 
wird folgenderweise hergestellt. 


Es werden Glykokollésungen hergestellt, deren Aminostickstoffgehalt 
den im Blute zu erwartenden Werten entspricht. Nun wird eine Verdiinnung 
1: 10 hergestellt und 10 ccm dieser Lésung verwendet. Man versetzt mit 
1 Tropfen Phenolphthalein und gibt tropfenweise 1 %ige Sodalésung bis zur 
Rosafarbung hinzu. (8,5cem der Sodalésung neutralisieren 20 cem n/10 
Salzsaure.) Nun gibt man zur Lésung 2 cem einer frisch bereiteten 0,5 °Gigen 
Lésung von f-naphthochinonsulfosaurem Natrium und 1laBt sie iiber Nacht 
an einem vollstandig dunklen Orte stehen. Nach etwa 16 bis 24 Stunden 
versetzt man die Lésung mit 2 ccm einer Lésung, die gleiche Teile 50 °,iger 
Essigsiure und 5% essigsauren Natriums enthalt, und mit 2ccm einer 
4% igen Thiosulfatlésung. Man fiillt auf 25cem auf und photometriert 
unter Vorschaltung des Filters 8 47 in der 10- oder 5 mm-Kiivette. Die 
Ablesung erfolgt gegen Wasser oder gegen eine analog bereitete Vergleichs- 
lésung, in der statt der Glykokoll6sung 10 cem Wasser verwendet werden. 
Die zwei Extinktionskurven (gegen Wasser und Vergleichslésung) sind in 
Abb. 3 dargestellt ; man sieht, daB in unserem Falle das Lambert-Beersche 


5* 
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Gesetz erfiillt ist, die Extinktionskurven sind Gerade. Die Bestimmung im 
Blute gestaltet sich analog, es werden 10 ccm des Folin-Wu-Filtrats ver- 
wendet. Wird gegen Wasser abgelesen, so soll eine Kontrollbestimmung 
mit Wasser anstatt des Filtrats angesetzt werden; aus der ermittelten Kon- 
zentration wird dann die der Extinktion des Wassers entsprechende Kon- 
zentration abgezogen. Bei Verwendung von reinen Reagenzien ist die 
Extinktion des Wassers immer unter 0,2, d.h. die entsprechende Amino- 
stickstoffkonzentration ist unter Img-°%. Liest man gegen Vergleichs- 
lésung ab, so wird der Stickstoffgehalt entweder aus der Kurve ent- 
nommen oder auf Grund der Gleichung c = E£ . 10,1 mg-% berechnet. 


Kreatinin und Gesamtkreatinin. Die von Zacherl (6) angegebene 
Methode zur Kreatininbestimmung im Blute verwendet ein 1 : 5 Wolf- 
ramsdurefiltrat. Der Autor hat die Extinktionskurve unter Vorschaltung 

des Filters S 53 konstruiert, obwohl 

































“i die zur Ablesung fertige, rétlich- 
a cE Q1mg% | gelbe Lésung ihr Absorptionsmaxi- 
49) (gegen Vergleichslisung) mum im Bereich des Filters S 50 
08 + + + i 
regen Wasser 
a7 + IG + mi = ia 
46¢ —+—--+ 4 06 
ti is caer" pe SEP eS) eS » 
£ Vergleichslésung c=£-185mg % | 
4 ER Fa, Se ae ee ——_ 
43 } r —_— — bes Ss Slee ae Ps _ — 
| Aminosguren __ l | Mreatinin _ 
92 Filter 547, 1omm-Kivette ns lifter 5 50, eres 
ar | { {——_}-—— 4\- + +——— 
0 2. ¢ 6  &mg%1 0 2. ¢ 6 8mg%~ 
N— 
Abb. 3. Abb. 4. 


hat. Er begriindet sein Vorgehen damit, daB bei der Verwendung des 
Filters § 53 die gelbe Farbe der Pikrinsdéure nicht zur Geltung kommt 
und dadurch die Ablesung gegen Wasser erfolgen kann. Darum reinigt 
auch Zacherl die Pikrinsaéure so lange, bis eine entsprechend zubereitete 
Probe der Saure im Photometer mit Filter S 53 keine Absorption mehr 
ergibt. Der Nachteil dieses Verfahrens, der uns auch dazu bewog, diese 
Arbeitsweise zu verlassen, ist der, daB dadurch der Verlauf der Ex- 
tinktionskurve sehr flach und damit die Genauigkeit stark vermindert 
wird. Bei der Zacherlschen Arbeitsweise ist die Extinktion einer Krea- 
tininldsung von 10 mg-°% 0,39, wahrend bei unserer Kurve, die unter 
Vorschaltung des Filters 8 50 konstruiert wurde, die Extinktion des 
doppelt verdiinnten Filtrats 0,54 betragt. 

Die Extinktionskurve (Abb. 4) wurde folgenderweise konstruiert: 
Zu 5 ccm einer 1: 10 Verdiinnung einer Kreatininlésung, deren Gehalt den 
im Blute zu erwartenden Werten entspricht, gibt man 10 ccm einer heib- 
gesittigten, wasserigen Pikrinsiurelésung (die Pikrinséure muB8 reinste 
Analysenware sein, sie wird aus heiBem Benzol umkristallisiert) und 1 ecm 





im 
ver- 
ung 
on- 
on- 

die 
ino- 
chs- 
ant- 


ene 
olf- 
ung 
oh! 
ich- 
LXi- 
5 5O 


des 
omt 
nigt 
tete 
1ehr 
iese 
Ex- 
dert 
rea- 
nter 

des 


iert : 
den 
ei B - 
nste 
eem 








Stufenphotometrische Bestimmung des Reststickstoffs usw. 69 


10 °.ige Natronlauge. Nach 10 Minuten langem Stehen wird auf 25 cem auf- 
gefiillt und gegen eine Vergleichslésung unter Vorschaltung des Filters S 50 
in der 30 mm-Kiivette photometriert. Die Vergleichslésung enthalt anstatt 
des Filtrats 5ccm Wasser. Die Bestimmung im Blute wird analog vor- 
genommen; es werden 5ccm Blutfiltrat verwendet, die Konzentration 
entweder aus der Extinktionskurve entnommen oder nach der Gleichung 
ec = E.18,5mg-°%, berechnet. Das Gesamtkreatinin wird ahnlich bestimmt ; 
es werden wieder 5 cem Filtrat verwendet, die mit 1] cem n Salzsaure 
20 Minuten bei 130° im Autoklaven erhitzt werden. Nach dem Auffiillen 
auf 25cem filtriert man (Schleicher & Schill 602), falls die Lésung triibe ist. 





Kreatinin abgewogen Gefunden 0), Fehler 
auf 100 cem 


14mg 1,35 mg — 3,57 
Blutphenole. Die Bestimmung ist auf die von Moir (7) angegebene 


Farbreaktion zwischen Phenolen und p-Nitranilin aufgebaut, die auch 
von Theis und Benedict (8) zur 





: e ‘ 47 iy 
kolorimetrischen Bestimmung pe ae 
ausgearbeitet wurde. Die Ex- - ol 

L 
tinktionskurve (Abb. 5) wurde 0,87 

' a 
auf Grund von Bestimmungen a enrk §8mgh | 
in Phenollésungen konstruiert. 4 9 | | | | | | 
Die Testlésung wurde nach ihe | | / 


Folin und Denis hergestellt, die ~ gy 
Konzentrationder Phenollésung gj} — 
(Phenol fiir wiss. Zwecke, Kahl- — ga|____, | 
baum) wurde jodometrisch kon- gz 
trolliert. Im Prinzip wurde die 
von Theis und Benedict angege- 
bene Arbeitsweise beibehalten. 


. Phenole im Blut 
Filter § 47, 10mm-Kivette 











0 1 2 3 4 5 mg%é 
Abb. 5. 


10cem der Phenollésung, deren Gehalt zwischen 0,1 und 0,5 mg-°% 
schwankte, wurde mit I] cem einer 1°,igen Lésung von Gummi acaciae 
und mit 1 cem einer 50 °,igen Natriumacetatlétung versetzt. Dazu kommt 
1 cem des diazotierten Nitranilinreagens, das folgenderweise hergestellt 
wird: 1,5 g p-Nitranilin werden in 500 cem Wasser gelést, dem 40 cem konz. 
Salzsiure zugesetzt wurde. Vor dem Versuch mischt man 25ecem der 
Nitranilinl6sung mit 0,75cem einer 10°,igen Natriumnitritlésung. Das 
fertige Reagens muB gleich verwendet werden. Man wartet 1 Minute und 
gibt dann 2cem einer 20° igen Sodalésung zum Gemisch und photo- 
metriert nach 10 Minuten gegen eine analog mit Wasser hergestellte Ver- 
gleichslésung. Benutzt wird Filter 8S 47 und die 10 mm-Kiivette. Die Ab- 
lesung hat innerhalb von 30 Minuten zu erfolgen. Bei der Phenol- 
bestimmung im Blute verwendet man 10 cem Filtrat und liest die Konzen- 
tration entweder aus der Kurve ab oder berechnet sie nach der Formel: 
c= £.5,8 mg-%. 

Die Moirsche Reaktion wird auch von Indol gegeben. Normalerweise 
kommt ja Indol im Blute nicht vor, Becher hat aber unlangst nachgewiesen, 
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Phenol eingew . / 

Godometrisch kontr.) Getmden *le Dohler 
9,92 mg 10 mg + 1,05 
10 - 0: 0 
8,87 , I = +1, 
11,66 , | 11,5 , —1,1 


daB bei schweren Retentionszustanden Indol im Blute vorkommen kann. 
Wir versuchten nun nachzuweisen, ob und welcher Indolgehalt im Blute 
die erhaltenen Phenolwerte beeintrichtigen kénnte. Eine 10 °,ige 
Indollésung, in der Verdiinnung |: 10 und wie oben weiter verarbeitet, hat 
eine Extinktion von 0,027, was einem Phenolgehalt von 0,15 mg entspricht. 
Da eine so hohe Indolkonzentration im Blute wohl kaum vorkommen wird. 
nehmen wir an, daB auch bei pathologisch erhéhten Phenolwerten die Be- 
stimmung dureh die Indol-Nitranilinreaktion nicht gestért wird. 

Auch ein erhéhter Indikangehalt st6ért die Bestimmung nicht. 10 cem 
einer |: 10-Verdiinnung einer 2 mg-% Indikanlésung haben nach Anstellung 
der Reaktion keine Absorption. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine stufenphotometrische Bestimmung des Reststick- 
stoffs und seiner Fraktionen beschrieben, wobei die Methoden der Be- 
stimmung der Harnséure, der Aminosiuren und des Kreatinins modi- 
fiziert wurden; die Bestimmung des Harnstoffs und der Blutphenole 
wurde neu ausgearbeitet. 
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1) Peters-van Slyke, Quantitative Clinical Chemistry 8. 66. London, 
Bailliére-Tindal-Cox, 1932. — 2) Cleghorn u. Jendrassik, diese Zeitschr. 274, 
189, 1934. — 3) F. Beattie, Biochem. J. 22, 711, 1928, zit. nach Peters- 
van Slyke. — 4) Heilmeyer u. Krebs, diese Zeitschr. 228, 365, 1930. — 
5) U. Simonelli, Riforma med. S. 445, 1934, zit. nach Arebs, Klin. Kolori- 
metrie mit dem Pulfrich-Photometer, C. Zeiss, Jena. — 6) Zacherl, Zeitschr. 


f. physiol. Chem. 228, 169, 1934. — 7) Moir, zit. nach Theis u. Benedict. 
— 8) R. C. Theis u. Benedict, J. of biol. Chem. 61, 67, 1924, zit. nach 
Peters-van Slyke. 
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Studien zur Biuretreaktion. 

II. Mitteilung: 
Uber Metallverbindungen des Biurets. 
Von 
Hans Jesserer. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 14. Juli 1936.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer vor kurzem von F. Lieben und mir veréffentlichten Arbeit! 
wurde die Biuretreaktion (BR.) bei den EiweiBkérpern eingehend studiert 
und dabei eine Reihe von zum Teil noch unbekannten, zum Teil bisher 
wenig beachteten GesetzmaBigkeiten gefunden. Es lag nunmehr nahe, 
diese Untersuchungen von den neuen Gesichtspunkten aus auch auf 
jene niedermolekularen Stoffe auszudehnen, welche seinerzeit von 
Schiff* als die Grundtypen dieser Reaktion angegeben wurden, und ihr 
Verhalten bei der Ausfiihrung der BR. zu studieren. 

Schiff (l.c.) befaBte sich in mehreren Arbeiten eingehend mit der 
seinerzeit von Rose entdeckten Farbreaktion und fiihrt alle jene Substanzen, 
welche in alkalischer Lésung die charakteristische violette Farbe der BR. 
zeigen, auf drei Grundtypen zuriick: das Biuret, das Malonamid und das 
Oxamid. Nach Schiff bildet das Biuret in alkalischer Lésung komplexe 
rotviolette Kupfer- und gelbe Nickelsalze von der Zusammensetzung 
1 Atom Cu: 2 Mol Biuret : 2 Alkali bzw. 1 Ni: 2 Biuret : 2 Alkali, fiir deren 
Konstitution er folgende Formeln angibt: 


OH OH OH OH 
CO. NH,—Cu—NH, . CO CO.NH,~—Ni--NH,.€O 
NH NH baw. NH NH 
CO.NH,.K K.NH,.CO CO.NH,.K K.NH,.CO 
OH 0 H 0 H 0 H 


Ley und Werner® bestitigen die Zusammensetzung dieser Verbindung, 
formulieren sie jedoch als sogen. ,,inneres Komplexsalz héherer Ordnung". 
T schugaeff * vergleicht das Kupfersalz des Biurets mit dem des Succinimids 
und schreibt ihm folgende mutmaBliche Konstitution zu: 


, /-NH—CoO, 
Cu ut] | Ky". 
dh 


1 F, Lieben u. H. Jesserer, diese Zeitschr. 285, 36, 1936, siehe dort auch 
weitere Literatur. — ? H. Schiff, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 29, 298 u. 1354, 
1896; Liebigs Ann. 299, 236, 1897; 319, 300, 1901; 352, 73, 1906. — 
3H. Ley u. F. Werner, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 46, 4049, 1913. — 
4 L. Tschugaeff, ebenda 40, 1975, 1907. — * Zit. nach P. Pfeiffer, Organ. 
Molekiilverbindungen, 2. Aufl., S. 261, 1927. 
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Neben dieser von Schi/f erhaltenen Kupfer-Kalium-Biuretverbindung be- 
schreiben Ley und Werner (1. c.) ebenso wie Kober und Sugiura! eine weitere 
Verbindung von der Zusammensetzung 1 Cu: 1 Biuret: | Alkali. Neuer- 
dings befaBt sich Traube? mit der Theorie der Entstehung der BR., wobei 
auch er die alkalischen Kupferverbindungen des Biurets und anderer ver- 
wandter Substanzen als innere Komplexsalze definiert. 


Zu den im folgenden beschriebenen Versuchen wurde Biuret 
(Schuchardt), stets gelést in 3% iger NaOH, und eine 20 %ige CuSO,- 
Lésung (krist. Kahlbaum) verwendet. Hinsichtlich der quantitativen 
Ausfiihrung der BR. hielt ich mich an die in unserer friiheren Arbeit (1. ¢.) 
angegebene Methodik. Die quantitativen Kupferbestimmungen wurden 
in folgender Weise ausgefiihrt: das durch Ansauern der alkalischen 
violetten Cu-Biuretlésung als Ion freigemachte Kupfer wurde durch 
H,S gefallt, auf einem quantitativen Filter (Schleicher & Schiill ,,Schwarz- 
band‘) abfiltriert, das Sulfid durch Glihen in CuO iibergefiihrt und 


gewogen®, 


1. Zuerst wurde untersucht, ob unter den oben angefiihrten Ver- 
suchsbedingungen die von Schiff (l.c.) beschriebene Kupferbiuret- 
verbindung (1 Atom Cu auf 2 Mol Biuret) erhalten werden kann. 


206 mg Biuret (Schuchardt) (= 2 Millimol Biuret) wurden in 10 eem 
Wasser gelést, mit 2cem 30°,iger NaOH- und 3cem 20° iger CuSO,- 
Loésung versetzt und mit dest. Wasser auf 20 cem gebracht (Ansatz schlieBlich 
in 3°, NaOH). Dann wurde die Probe einige Minuten geschiittelt und 
danach das iiberschiissige Cu(OH), durch Zentrifugieren abgeschieden. 
Die Kupferbestimmung (s. oben) in der klaren violetten Lésung ergab, 
berechnet auf 2 Millimol Biuret, 63,6 mg Cu, also genau entsprechend dem 
von Schiff und anderen angegebenen Verhaltnis 1 Atom Cu auf 2 Molekdile 
Biuret. 


2. Desgleichen wurde das Kupferbindungsvermégen alkalischer 
Lésungen von Oxamid und Malonamid untersucht. 


264mg Oxamid (Kahlbaum) wurden in 720 cem Wasser gelést, mit 
5ecem 20% iger CuSO,-Lésung versetzt, dann mit 30°, NaOH auf 3° ige 
Laugenkonzentration gebracht und nach kurzem Umschiitteln rasch zentri- 
fugiert. Eine aquivalente Menge der violetten Lésung wurde mit verd. 
Schwefelséiure bis zum Verschwinden der Farbe versetzt, das Cu-Ion durch 
Zusatz von konz. Ammoniak in die komplexe Cupritetramminverbindung 
iibergefiihrt und gegen eine gleich behandelte CuSO,-Standardlésung 
im Dubosq-Kolorimeter verglichen*. Die Bestimmung ergab einen Kupfer- 
gehalt entsprechend dem Verhaltnis 1 Atom Cu auf 2 Mol Oxamid. 


' P. A. Kober u. K. Sugiura, Amer. chem. J. 48, 383, 1912, zit. nach 
Chem. Centralbl. 1918, I, 152. — * W. Traube u. Mitarbeiter, Ber. d. 
deutsch. chem. Ges, 638, 2094, 1930; 68, 1399, 1935. — *% Vgl. F. P. Tread- 
well, Lehrb. d. analyt. Chem. IT, 11. Aufl., 8. 154, 1930. — 4 Vgl. hierzu 
unsere friihere Arbeit (I. c.). 
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Ferner: 408 mg Malonamid (Fraenkel-Landau) wurden in Wasser gelést, 
mit 10cem 30° iger NaOH und 10 cem 20° iger CuSO,-Lésung versetzt 
und mit dest. Wasser auf 100 cem gebracht (Ansatz schlieBlich 3°, NaOH). 
Dann wurde kurze Zeit geschiittelt und rasch zentrifugiert. Die gravi- 
metrische Kupferbestimmung (s. oben) in der blauvioletten Lésung ergab 
fiir 2 Millimol (204 mg) einen Kupfergehalt von 62,8 mg Cu, also wieder 
entsprechend dem Verhaltnis: 1 Atom Cu auf 2 Mol Malonamid. 

Es ergibt sich also, daB unter den oben angefiihrten Bedingungen 
die Schiffsche Verbindung 1 Atom Cu: 2 Mol Biuret erhalten werden 
kann, ferner, daB auch die anderen beiden Grundtypen der BR. nach 
Schiff, das Oxamid und das Malonamid (ebenso wie das Biuret) in 
alkalischer Lésung violette komplexe Kupfersalze von der allgemeinen 
Zusammensetzung / Atom Cu zu 2 Mol Base zu bilden vermégen. 

Die Kupfer-Alkali-Komplexverbindungen des Oxamids und des Malon- 
amids sind wegen der leichten Zersetzlichkeit der genannten Substanzen in 
der 3° igen NaOH ziemlich unbestandig und zerfallen alsbald unter 
Bildung von Ammoniak bzw. des blauen Cupritetrammins. 

3. Bei den Untersuchungen iiber die BR. der EiweiBkérper hatte 
sich ergeben, daB die Farben verschieden konzentrierter Lésungen von 
Kupfer-Casein in alkalischem Medium dem Beer-Lambertschen Gesetz 
gehorchen. Es war also zu erwarten, daB dies auch beim Biuret der Fall 
sei. Es wurden Kupfer-Biuretansatze verschiedener Konzentration her- 
gestellt und ihre Farbstarken im Dubosq-Kolorimeter verglichen. 

5 bis 20cem 1,5 %oiger Biuretl6sung in 3%, NaOH wurden mit 1 bis 
4cem 20° iger CuSO,-Lésung versetzt, alle Proben mit 3° iger NaOH 
auf 25 cem = gebracht, geschiittelt und vom iiberschiissigen Cu(OH), 
zentrifugiert. 

Dabei ergaben sich, wenn die Proben sofort zentrifugiert wurden, 
gut iibereinstimmende, proportionale Farbstirken. Der Farbton war in 
allen Fallen gleich violett. Die alkalischen Kupferkomplexfarben des 
Biurets gehorchen also dem Beer-Lambertschen Gesetz. LieB man jedoch 
die angesetzten Proben lingere Zeit mit dem tiberschiissigen Cu(OH), 
in Beriihrung, so farbte sich der anfangs rein blaue Niederschlag unter 
Bildung von Cu O schwarz und die Farbstarken der Lésungen entsprachen 
dann nach dem Zentrifugieren nicht mehr im entferntesten den ge- 
forderten proportionalen Werten. Die Farbténe der verschiedenen 
Ansiatze waren nicht gleich, sondern zeigten in regelloser Reihe alle 
Farbnuancen zwischen Rot und Violett. Ein ahnliches Resultat ergab 
sich, wenn man gleiche Mengen 1,5 %iger Biuretlésung mit steigenden 
Mengen von CuSQ, versetzte, schiittelte und vom itiberschiissigen 
Cu(OH), zentrifugierte. Mit zunehmender Menge des Cu(OH),-Nieder- 
schlags zeigte sich eine Verschiebung des Farbtones von Violett nach Rot, 
wobei der Niederschlag mehr oder minder dunkel verfarbt war. Diese 
Beobachtungen werden spater noch eingehend zu besprechen sein 
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(s. unten). Bei EiweiBkérpern waren sie nie zu sehen, man bekam bei 
obiger Ausfiihrung (s. 1. c.) stets gleiche Farbténe. 

Wird zu der alkalischen Biuretlésung eine so groBe CuSO,-Menge 
zugesetzt, daf sie die vorhandene Laugenmenge iibertrifft, so bildet sich 
statt des Cu(OQH), ein hellblauer Niederschlag, in dem das Biuret ‘mit- 
gerissen erscheint. Man erhalt sodann statt einer violetten Lésung ein 
farbloses Filtrat, welches auf Zusatz von CuSO, und Alkali eine BR. nicht 
mehr liefert. 

4. Eines der wichtigsten Ergebnisse unserer friiheren Arbeit (1. c.) 
war, daB alle von uns untersuchten EiweiBkérper und EiweiBabbau- 
produkte bei gleicher Gewichtskonzentration die gleiche Farbstarke und 
den gleichen Farbton der BR. zeigten. Es wurde nun dieser Befund auch 
beim Biuret untersucht und gleich konzentrierte Ansitze von Biuret 
(Schuchardt) und Casein (Hammarsten) in bezug auf Farbstarke und 
Farbton verglichen. 

a) 1% ige Lésung von Biuret (Schuchardt) wird in 39% NaOH mit 
20°% iger CuSO,-Lésung bis zur bleibenden Niederschlagsbildung von 
Cu(OH), versetzt, geschiittelt, sofort zentrifugiert. 

b) 1% ige Lésung von Casein (Hammarsten) wird mit 20 %iger CuSO,- 
Lésung bis zur bleibenden Niederschlagsbildung versetzt, geschiittelt, 
zentrifugiert. Beide Proben werden mit 3°, NaOH auf gleiches Volumen 
gebracht und im Dubosq-Kolorimeter verglichen. 

Es ergab sich hierbei das iiberraschende Resultat, daB auch das 
Biuret in gleicher Gewichtskonzentration die gleiche Farbstirke und den 
gleichen Farbton wie Casein zeigt. 

5. Ein’ weiteres bemerkenswertes Ergebnis unserer friiheren 
Arbeit (l. c.) war die Gleichheit des Cu-Gehalts in den Ansatzen simtlicher 
von uns untersuchten Proteine und Proteinabkémmlinge. Untersuchte 
man dies auch beim Biuret, so zeigte sich, daB bei gleicher Farbstarke 
und gleichen Farbton 0,5 g Biuret 154,3 mg Cu bindet, wahrend 0,5 g 
Casein nur 56,7 mg Cu (gravimetrisch nach Veraschung des Caseins be- 
stimmt) zu binden vermag, also rund ein Drittel des Biuret-Kupferwerts. 
Da nun die Farbstarke in beiden Fallen gleich ist, muB die durch das 
Cu bedingte Farbungsintensitat der BR. bei den Proteinen rund dreifach 
groper sein als beim Biuret. Eine Erklarung fiir diese Tatsache kann 
nach den bisherigen Erfahrungen nicht gegeben werden. 


Il. 


Bei den Untersuchungen iiber die BR. der Proteine hatte sich 
weiter ergeben, daB die violette Farbe der Reaktion aus zwei Komponenten, 
einem roten und einem blauen Anteil in wechselndem Verhiltnis, besteht. 
Schon die oben erwahnte Verschiebung der Farbténe bei langerem Stehen 
der Ansatze sowie andere inzwischen gemachte Erfahrungen lieBen 
vermuten, daB dies auch beim Biuret der Fall sei. Es wurde daher das 
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Komponentenverhialtnis beim Biuret in der gleichen Weise wie bei den 
Proteinen gepriift, mit dem Ergebnis, daB sich eine véllige Analogie der 
Farbverhdltnisse bei der BR. des Biurets mit denen der BR. der Proteine 
zeigte. 

1. Versetzt man eine alkalische Biuretlésung tropfenweise mit 
einer CuSO,-Lésung, so zeigt sich beim Umschiitteln zuerst eine rein 
rote Farbung, deren Intensitat allmahlich zunimmt. Nach einer ge- 
wissen CuSO,-Menge wird die Farbe der Lésung jedoch immer blau- 
stichiger, um schlieBlich in ein tiefes Violett iiberzugehen. Die Lésung 
vermag sodann kein Kupfer mehr aufzunehmen, dieses wird vielmehr 
als blaues Cu(OH), gefallt. Ver- 
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der gleiche bleiben. 

Um hier mehr Sicherheit zu gewinnen, wurde dieses Phanomen 
im Pulfrichschen Stufenphotometer (Zeiss) unter Verwendung eines 
blauen und eines roten Lichtfilters (S 47 und S 72) naher untersucht. 

Ansatz: Je 10cem 1°%ige Biuretlésung in 3°, NaOH wurden mit 
steigender Tropfenzahl einer 15°% igen CuSO,-Lésung versetzt und alle 
Proben mit Wasser auf das gleiche Volumen gebracht. In der so gewonnenen 
graphischen Darstellung der beiden Farbkomponenten sind die Extinktions- 
koeffizienten als Ordinaten, die Tropfenzahl der 15 °,igen CuS O,-Lésung als 
Abszissen aufgetragen. 

Die Abb. 1 zeigt zwei gerade Linien, welche verschieden stark gegen 
die Basis geneigt sind. Aus ihr geht ferner die schon beschriebene 
Tatsache hervor, daB die Lésung bei geringem CuSO,-Zusatz rein rot 
ist, also die blaue Komponente erst bei einer gewissen CuSO,-Menge 
beginnt. 

2. Fiir das Vorhandensein von zwei Farbkomponenten spricht auch 
folgender Versuch: verdiinnt man eine violette Biuret-Cu-Lésung 
einmal mit Lauge und einmal mit einer alkalischen Biuretlésung, so 
verhalten sich beide Proben verschieden. Im ersten Falle wird die 
Lésung einfach verdiinnt, ihr Farbton bleibt jedoch unverandert violett. 
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Im zweiten Falle zeigt sich jedoch ein Umschlagen des Farbtones von 
Violett nach Rot. Es zeigt sich also auch hier wieder, daB sich eine 
siuretlésung mit wenig Cu optisch anders verhalt als eine solche mit 
viel Cu, wahrend sie sich beim Bestehen von nur einer Farbkomponente 
stets gleich verhalten miifte. 

3. Die gleichen Versuche wurden auch beim Malonamid (Fraenkel- 
Landau) angestellt und ergaben das gleiche Resultat. Beim Oxamid 
konnten sie wegen der leichten Zersetzlichkeit im alkalischen Milieu 
nicht ausgefiihrt werden, es erscheint jedoch ein analoges Verhalten 
wahrscheinlich. 

Il. 

Es ergab sich nunmehr die Frage: was ist das chemische Substrat 
dieser beiden Farben? Bei den Proteinen hatten wir vorlaufig ange- 
nommen, daB das Kupferatom im EiweiBmolekiil eine gréBere oder 
geringere Anzahl von Nebenvalenzen betatigen kénne und daB daraus 
das wechselnde Farbkomponentenverhaltnis resultiere. Bei einer so 
einfachen Substanz wie dem Biuret muBte jedoch versucht werden, 
diese Vorstellung durch eine prazisere Deutung zu ersetzen. 

Zur Lésung dieser Aufgabe kam folgende schon friiher gemachte 
Beobachtung zu Hilfe. Wie schon eingangs beschrieben wurde, zeigt 
eine violette Cu-Biuretlésung bet langerem Stehen mit dem Cu(OH),- 
Niederschlag eine Verschiebung des Farbtons nach Rot bei gleichzeitiger 
Schwarzfirbung des anfangs blauen Niederschlags Diese Beobachtung 
wurde nun genauer studiert. 

1. Eine 1°ige Biuretlésung wurde mit einem reichlichen Uber- 
schuB an CuSO, versetzt, geschiittelt bis die violette Farbe maximal 
wurde und dann mit dem Niederschlag von iiberschiissigem Cu(OH), 
unter mehrmaligem Umschiitteln eine Woche stehengelassen (Probe A). 
Nach dieser Zeit wurde eine zweite Probe (B) in gleicher Weise bereitet 
und beide Ansitze nunmehr sofort vom Niederschlag durch Zentri- 
fugieren befreit. Beim Vergleich der beiden Lésungen zeigte sich nun 
folgendes: wahrend die Probe B (sofort zentrifugiert) wie gew6hnlich 
violett war, war die Farbe der Probe A (stand eine Woche) rein rot, 
wobei sich weder mit freiem Auge, noch mit dem Stufenphotometer cine 
blaue Komponente nachweisen lieB. Eine gleichzeitig ausgefiihrte Be- 
stimmung des Kupfergehalts in beiden Lésungen ergab in der roten 
Probe A genau den halben Cu-Wert von dem in der violetten Probe B 
vorhandenen. Wahrend also in der violetten Lésung das bekannte 
Verhaltnis 1 Atom Cu zu 2 Mol Biuret vorlag, kam in der roten Lésung 
1 Atom Cu auf 4 Mol Biuret. Eine genaue Bestimmung der Absorption 
beider Lésungen bei den Filtern S 47 und S 72 im Stufenphotometer 
ergab den gleichen Extinktionskoeffizienten beim blauen Filter S 47 
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(d. h. gleiche Starke der roten Komponente) in beiden Lésungen sowie ein 
Fehlen einer Absorption beim roten Filter S 72 (d. h. Fehlen einer blauen 
Komponente) bei der roten Probe A. 

2. Aus den angefiihrten Befunden ergibt sich also, daB in der 
gesattigten violetten Cu-Biuretfarbe die eine Halfte des Kupfers ,,blau‘, 
die andere Halfte ,,rot‘* gebunden ist. Fiigt man zu der roten Lésung 
neuerdings CuSO, bis zur Niederschlagsbildung hinzu, so wird sie 
augenblicklich violett und im Stufenphotometer sind sodann wieder beide 
Komponenten mit den in Abb. 1 wiedergegebenen Extinktionskoeffi- 
zienten nachzuweisen. 

Der geschilderte Versuch zeigt, daB durch Hinzufiigen weiteren 
Kupfers zu dem roten Ansatz, der 1 Cu auf 4 Biuret enthalt, nunmehr 
die blaue Komponente gebildet wird, so daB in dem resultierenden 
violetten Ansatz 2 Cu-Atome auf 4 Mol Biuret bzw. 1 Cu auf 2 Biuret 
kommt. Dieses zweite, ,,blaue‘‘ Cu-Atom muB jedoch anders gebunden 
sein als das ,,rote‘‘, denn bei einer gleichen Bindungsart wire ja eine 
Farbverschiedenheit der beiden Cu nicht verstandlich. 

3. Auf Grund dieser Uberlegungen sowie in Analogie zu den (roten) 
Kupferverbindungen gewisser Saureimide kénnte daher den Kupfer- 
Alkali-Verbindungen des Biurets vielleicht folgende Struktur zuge- 
schrieben werden: 


BtNa. , ~BtNa BtNa. ,  BtNa , 
Cuz (Nag) fiir die rote und ( Cu | — cu) 
Bt Na“ “Bt Na Bt Na Bt Na 


fiir die violette Verbindung. (BtNa = Biuret-Natrium.) 
BtNa. , BtNa 
Es wird ein negativer roter Komplex | Cuy ange- 
Bt Na BtNa 

nommen, an welchen mit zwei Valenzen ein Metall gebunden werden 
kann. Ist dieses Metall Kalium oder Natrium, dann ist die Farbe der 
Verbindung rot, da K bzw. Na farblos sind. Wird jedoch an diese zwei 
Valenzen ein Kupfer undissoziierbar gebunden, dann ist die Farbe 
dieses Cu wie die der meisten Kupferkomplexverbindungen tiefblaw und 
es ergibt sich eine violette Mischfarbe. Aus dieser mutmaBlichen Struktur 
wiirde sich auch erklaren, daB es wohl méglich ist, die ,,rote Komponente**‘ 
(bzw. das Alkalisalz des roten Komplexes) fiir sich allein zu isolieren, 
nicht jedoch die ,,blaue‘‘, da diese eben nur zu der roten Komponente 
hinzutreten kann. Ks ist in der Tat auch niemals gelungen, die ,,blaue 
Komponente“ allein zu isolieren. Das ,,blaue‘‘ Kupfer ist das labilere 
und kann leicht durch Natrium oder Kalium ersetzt werden, womit 
sich auch die unter I./3. angefiihrten Unstimmigkeiten bei der quanti- 
tativen Ausfiihrung der BR. beim Biuret erklaren. An dem seinerzeit 
von Schiff (l.c.) angegebenen und von anderen bestatigten Verhaltnis 
1 Cu: 2 Biuret : 2 Alkali wird fiir die violette Verbindung nichts geandert, 
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es wird nur als 2 Cu: 4 Biuret: 4 Alkali geschrieben, wobei jedoch 
diese Formulierung den Erfahrungen iiber die zwei Farben bei der BR. 
Geniige tut!. 

4. Die ,,rote Komponente*’ erhalt man auch, wenn man die klare 
violette Lésung ohne Niederschlag iiber Nacht stehen laBt. Es scheidet sich 
dabei die Hdlfte des gebundenen Kupfers als schwarzes CuO ab und die 
violette Lésung wird dadurch rein rot. Am raschesten gelingt die Isolierung, 
wenn man die violette Lésung mitsamt dem Niederschlag von iiberschiissigem 
Cu (OH), fiir einige Stunden auf ein Wasserbad stellt und von Zeit zu 
Zeit umschwenkt. Die rote Lésung ist wochenlang unverandert bestandig. 


IV. 

Um die oben entwickelte Auffassung iiber die Struktur der Kupfer- 
Alkaliverbindung des Biurets zu stiitzen, wurde versucht, das Cu der 
, duperen Sphdre“ durch ein anderes zweiwertiges Metall zu ersetzen, 
und auf diese Weise gemischte Metall-Alkali-Biuretverbindungen zu 
erhalten, deren Farbe ein Gemisch aus Rot (negativer Komplex) und 
der Farbe des zweiten Metalls sein sollte. Zu diesem Ersatz des einen 
(blauen) Kupfers wurde Nickel, Kobalt und Zink gewahlt. 

Vorher aber lag es nahe, das Verhalten des Ni bzw. Co allein gegen 
eine alkalische Biuretlésung zu studieren. 


Schon Schiff? hatte eine der Kupferverbindung analog gebaute gelbe 
Nickel-Alkali-Biuretverbindung beschrieben, deren Existenz von Trawbe 
und Stumpf® bestatigt wird. Beziiglich der Kobaltsalze sagt Schiff, daB sie 
sich wohl ebenfalls mit dem Biuret verbinden, ,,aber mit Alkalien tritt keine 
Reaktion ein, welche mit derjenigen der Cu- und Ni-Verbindung vergleich- 
bar ware.‘‘ 


' Hinsichtlich der oben diskutierten méglichen Struktur der violetten 
und roten Kupfer-Alkali-Biuretverbindung vgl. auch H. Ley und F. Werner, 
Ber. ,d. deutsch. chem. Ges. 46, 4040, 1913. S. 4041: ,,Von den Komplex- 
salzen der Saureimide sind folgende bemerkenswert: 1. die auf den Typus A 
zu beziehenden anionisch komplexen... Ammoniakate; die Kup/fersalze 
sind braun bis rotbraun. 

RN. NH, ‘ NR 

Me« (HNR = Saureimid), >Me< (Na, K...)o. 
RN’ ‘NH; RN’ NR 
Typ A Typ B 

2. die auf den Typus B zu beziehenden anionisch komplexen Salze, die in 
der Regel ebenfalls abnorme Farbe (Cu-Salze: rot) aufweisen.‘‘ Seite 4042: 
»,Die Farbe der komplexen Alkali-Kupfersalze der Saureimide . . . erinnert 
lebhaft an die Farbe der Biuretreaktion. Es wurde deshalb versucht, auch 
vom Biuret Kupfer-Alkaliverbindungen vom Typus B zu erhalten, was aber 
nicht méglich war. Unsere Versuche bestatigen vielmehr die Existenz der 
Schiffschen Verbindung, die auf 1 Atom Cu 2 Mol Alkali neben 2 Mol 
Biuret enthalt ...‘* — * H. Schiff, Liebigs Ann. 299, 236, 1897. — 
3 W.Traube u. K.E.Stump/, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 68, 1399, 1935. 
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Bei der Herstellung der Ni- bzw. Co-Alkalibiuretverbindungen 
wurden die gleichen Bedingungen eingehalten, wie sie zur quantitativen 
Ausfiihrung der Cu-Biuretrekationen angegeben wurden!. Das Biuret 
(Schuchardt) wurde in 3% NaOH gelést mit einem UberschuB an Ni SO, 
bzw. CoS OQ, versetzt und so lange geschiittelt, bis kein Hydroxyd mehr 
gelést wird. 

1. 1,03 g Biuret (Schuchardt) wurden in Wasser gelést, 2g NiSO, 
krist. und 12,5 ecem 30 %ige NaOH hinzugefiigt und mit Wasser auf 125 cem 
aufgefiillt. (Laugenkonzentration schlieBlich 3°, NaOH.) Die Lésung 
wurde mit dem ausgefallenen Ni(OH),-Niederschlag kraftig geschiittelt, 
drei Proben nach wechselnden Zeitabschnitten entnommen und zentri- 
fugiert. 

Die Lésung war goldgelb gefarbt und ergab bei der Analyse ? einen 
Nickelgehalt entsprechend dem Verhaltnis 1 Atom Ni zu 3 Mol Biuret®. 

2. Bei der Herstellung der alkalischen Kobalt-Biuretverbindung 
wurde in der gleichen Weise verfahren. 

2,06 g Biuret (Schuchardt) wurden in Wasser gelést, 4g CoSO, krist. und 
25 cem 30 °% ige NaOH hinzugefiigt und mit Wasser auf 250 cem gebracht. 
(Laugenkonzentration im fertigen Ansatz wieder 3% NaOH.) Die Lésung 
wurde mit dem ausgefallenen Niederschlag kraftig geschiittelt, wobei sich 
das blaue basische Salz in hellrotes Co(OH), verwandelte, und nach ver- 
schiedenen Zeitabschnitten von 20 Minuten bis 86 Stunden Proben ent- 
nommen. 


Die Proben waren alle carminrot gefarbt und gaben allmahlich 
steigende Kobaltwerte4 entsprechend der Dauer des Ansatzes. Der 
Kobaltgehalt der Lésung blieb schlieBlich konstant, entsprechend einem 
Verhaltnis von 1 Atom Co zu 6 Mol Biuret. 

Es ergibt sich also, daB das Biuret auch mit Kobaltsalzen in alka- 
lischer Lésung eine tief rot gefarbte Komplexverbindung liefert, welche 
sich nach den gesammelten Erfahrungen ahnlich wie die gelbe Nickel- 
verbindung verhalt, (Uber das von der violetten Kupferverbindung 
abweichende Verhalten s, unten.) Allerdings braucht die Bildung dieser 


' Vgl. unsere friihere Arbeit, 1. ec. — * Die quantitativen Nickel- 
bestimmungen wurden in folgender Weise ausgefiihrt: Durch Anséuern 
mit Essigsiure wurde das griine Nickelion aus der gelben alkalischen 
Komplexverbindung frei gemacht und in der Lésung das Ni nach der 
Methode von Tschugaef{-Brunck (zit. nach F. P. Treadwell, Lehrb. d. 
analyt. Chem. IT, 11. Aufl., S. 108, 1930) durch Fallen mit Dimeth yl- 
glyoxzim bestimmt. — * Vgl. hingegen die Angaben von H. Schiff, sowie 
von W. Traube u. K. E. Stumpf,l.c. — * Die Kobaltbestimmungen wurden 
folgendermaBen ausgefiihrt: Durch Anséuern und kurzdauerndes Erhitzen 
(in der Kalte bildet sich beim blofen Ansiuern eine griine Komplex- 
verbindung) wurde das Co als Ion frei gemacht und sodann jodometrisch 
nach der Methode von Engle u. Gustavson (zit. nach J. M. Kolthoff u. 
H. Menzel, MaBanalyse II, 2. Aufl., S. 474, 1931) bestimmt. Diese sehr 
einfache Methode ergab stets ausgezeichnete Resultate. 
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Verbindung 1 Atom Co:6 Mol Biuret viel Zeit (4 bis 5 Tage), was 
Schiff seinerzeit wahrscheinlich veranlaBt hat, die Bildung dieser Ver- 
bindung in Abrede zu stellen. 

Es bindet also unter den beschriebenen Versuchsbedingungen 
1 Atom Cu 2 Mol', 1 Atom Ni 3 Mol und 1 Atom Co 6 Mol Biuret. 
Die Farben der Verbindungen sind violett bzw. gelb und rot. 


3. Nach den so gewonnenen Erfahrungen konnte nun an die Aus- 
fiihrung der ,, Verdrangungsversuche*’ geschritten werden. 

Z. B. 100 cem (1,648 g Biuret = 16 Millimol) einer gesattigt-violetten 
Kupfer-Biuretlésung in 3 °,iger NaOH wurden mit 10 cem 30% iger NaOH 
und 4g NiSQO, versetzt und die Probe mit Wasser auf 200 cem gebracht. 
(Ansatz enthalt wieder 3°,ige NaOH.) Dann wird die Lésung mit dem 
ausgefallenen Ni(OH), einige Zeit kraftig geschiittelt und unter oftmaligem 
Aufschiitteln 8 bis 14 Tage stehengelassen. Nach dieser Zeit wird zentri- 
fugiert und im klaren Filtrat der Gehalt an Kupfer und Nickel bestimmt. 

In gleicher Weise wurde Kupfer-Biuret mit Kobalt versetzt, ferner 
Nickel-Biuret mit Co bzw. Cu, und Kobalt-Biuret mit Cu und Ni. Dabei 
wurde vorliufig angenommen, daB auch dem Nickel- und Kobalt- 
Biuret eine dem violetten Kupfer-Biuret ahnliche Konstitution, etwa 


BtNa. , -BtNa BtNa. , -BtNa 
([i3 Ni mXs| Ni) bzw. [Bess Co Bis] (Na, K...)s, 
BtNa BtNa BtNa BtNa 

zukomme. Es sollte daher aus diesen Verbindungen das eine, labilere 
Metallatom der ,,auBeren Sphare‘‘ verdrangt und durch ein anderes 
ersetzt werden. 

Die Bestimmungen zeigten jedoch nicht dieses erwartete Resultat. 
Es ergab sich vielmehr, da8 das eine Metall (z. B. Kobalt) das andere 
(z. B. Kupfer oder Nickel) ohne Riicksicht auf ,,zwei Spharen* ver- 
drangt und sich nach einer gewissen Zeit ein von den Versuchsbedingungen 
und Komponenten abhangiges Gleichgewicht bildet, in dem beid 
Metallbiuretverbindungen unabhingig voneinander vertreten sind. Die 
Farben solecher Lésungen sind sodann stets Mischfarben der beiden 
nebeneinander bestehenden Biuretverbindungen. Es verdrangen daher, 
entsprechend der oben angefiihrten Zusammensetzung der Verbindungen 
(1 Cu: 2 Biuret; 1 Ni: 3 Biuret; 1 Co: 6 Biuret) 


1 Atom Kobalt . . . 3 Atome Kupfer oder 2 Atome Nickel 
2 Atome Nickel. . . . 3 Atome Kupfer oder 1 Atom Kobalt 


3 Atome Kupfer . . . 2 Atome Nickel oder 1 Atom Kobalt 


1 Der Einfachheit halber soll fiir die folgenden Ausfiihrungen die 
Formulierung 1 Cu: 2 Biuret statt der richtigen 2 Cu: 4 Biuret benutzt 
werden. 
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Diese Verhaltniszahlen ergeben sich unter allen Variationen der Ver- 
suchsdauer oder des Salzzusatzes, und es gelang niemals, Verbindungen 
etwa von dem Typus 


BtNa. ,  BtNa [BtNa. «  BtNa 
( Cu ae Ni) oder ( BtNa~-Co.-BtNa] - Ni), 
Bt Na Bt Na Bt Na BtNa 
also Cu: Ni bzw. Co: Ni 1: 1, herzustellen. Denn ware dies gelungen, 


so hatte sich z. B. in der oben angenommenen Kobalt-Biuretverbindung 
ein Eintritt von Cu bzw. von Ni ohne Austritt von Co nachweisen lassen 
miussen, was eben niemals der Fall war!. 

4. Versetzt man hingegen eine gesattigt-violette Kupfer-Biuret- 
losung mit etwas Zinkstaub, so wird das ,,blaue** Kupfer nahezu augen- 
blicklich abgeschieden und man erhilt eine rein rote Lésung, in der wieder 
das Verhaltnis 1 Atom Cu zu 4 Mol Biuret vertreten ist. 

Ansatz: 50 ccm einer gesattigt-violetten Kupfer-Biuretlésung in 3 ©, iger 
NaOH wurden mit 1g Zinkstaub (p.a. Kahlbaum) versetzt und umge- 
schwenkt. Die violette Lésung wird hierbei innerhalb von 3 bis 5 Minuten 
rein rot. Ihr Kupfergehalt ist sodann der halbe der violetten Lésung. Die 
Farbe und der Kupfergehalt bleiben nun durch 2 bis 3 Stunden konstant, 
schlieBlich wird aber im Laufe von einigen Stunden allmahlich das ganze 
Kupfer durch das Zink verdrangt. 

Auch dieser Versuch ist ein Beweis fiir das Bestehen von zwei 
verschiedenen Kupferbindungen beim Biuret. 

5. Es lag nunmehr nach dem Ausfall der Verdrangungsversuche 
die Frage nahe, ob ebenso wie beim Kupfer-Biuret auch bei den 
Nickel- und Kobaltverbindungen desselben ein Grund zur Annahme 
von zwei Farbkomponenten bzw. von zwei verschiedenen Bindungsarten 
dieser Metallatome am Biuret vorhanden sei. Die Ergebnisse der 
dahin gerichteten Untersuchungen kénnen kurz folgendermaBen zu- 
sammengefaBt werden: 

a) Beim tropfenweisen Zusatz einer CoSO,- bzw. NiSO,-Lésung 
zu einer alkalischen Biuretlésung zeigen die einzelnen Proben auch 
bei verschiedenem Gehalt an Co oder Ni stets untereinander gleiche 
Farbténe. b) Im Stufenphotometer lassen sich zwei Farbkomponenten 
nicht nachweisen. c) Ein analog wie beim Kupfer-Biuret ausgefiihrter 
Verdiinnungsversuch zeigt ein negatives Resultat, d.h. gleiche Farben 
der Lésungen sowohl beim Verdiinnen mit 3°,iger NaOH wie mit einer 
alkalischen Biuretlosung. d) Ein Zusatz von Zinkstaub zu einer gelben 


1 Beziiglich dieser Verdrangungserscheinungen vgl. auch die ahnlichen 
von A. Grinberg, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 157, 201, 1926 (zit. 
nach Chem. Centralbl. 1927, I, 255) beschriebenen Verdrangungen bei 
Metallverbindungen des Athylendiamins. 

Biochemische Zeitschrift Band 287. 6 
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Nickel- bzw. roten Kobalt-Biuretlésung andert auch bei langerem 
Stehen nichts an der Farbe der Lésung. 

Nach all diesen Erfahrungen scheint also der SchluB berechtigt, 
dab die alkalischen Kobalt- und Nickelverbindungen des Biurets Molekiil- 
verbindungen eines anderen Typus sind als die des Kupfers. 


V. 

Im Verlaufe der Untersuchungen tiber die zwei Farben der BR. tauchte 
auch der Gedanke auf, ob es sich in dieser Verbindung nicht etwa um ein 
einwertiges (rotes) und ein zweiwertiges (blaues) Kupferatom handeln 
kénne, eine Annahme, welche eine atiologische Erklarung der beiden 
Farben gestattet hatte. Man kénnte sodann erwarten, daB durch Reduktion 
der violetten Lésung diese rot werde, bei Oxydation der roten, diese wieder 
violett. Die zur Klarung dieser Frage mit Durchleiten von Wasserstoff und 
mit Natriumamalgam (Kahlbaum) unternommenen Reduktionsversuche 
zeigten wohl eine Rotfarbung der Lésung, jedoch unter Abnahme des Ku pjer- 
gehaltes auf die Hadljte. Sie boten also nichts Neues, sondern zeigten nur 
wieder die gréBere Labilitét des ,,blauen‘‘ Kupfers. Eine Oxydation mit 
H, O, oder Natriumperborat ergab weder bei der roten noch bei der violetten 
Lésung irgendeine Farbianderung. 

Es liegt also kein Anhaltspunkt zu der Annahme von zwei verschieden- 
wertigen Kupferatomen in der violetten Kupfer-Biuretlésung vor, es handelt 
sich vielmehr héchstwahrscheinlich in beiden Fallen um zwetwertiges Kupfer. 

VI. 

Zum SchluB8 wurde noch untersucht, ob auch Malonamid und 
Oxamid in alkalischer Lésung Nickel- bzw. Kobaltverbindungen ent- 
sprechend dem Biuret geben. Die quantitative Ausfiihrung dieser 
Untersuchungen stieB auf groBe Schwierigkeiten, da diese beiden 
Substanzen in der 3°%igen NaOH sehr leicht zersetzlich sind. 

Wie schon von Schiff! beschrieben wurde, gibt das Malonamid 
ebenso wie das Oxamid in alkalischer Lésung mit Nickelsalzen ein 
gelbes Komplexsalz von gleicher Farbe wie das Biuret. Eine quanti- 
tative Bestimmung des Nickelgehalts konnte jedoch wegen des langsamen 
Kintretens des Nickels in die Verbindung und der gleichzeitigen raschen 
Zersetzung der Substanzen in der Lauge nicht ausgefiihrt werden. 
Schitzt man jedoch den Nickelgehalt, indem man z. B. die Farbstarke 
der an Nickel ungesattigten Malonamidlésung mit der einer gesattigten 
Nickel-Biuretlésung im Dubosq-Kolorimeter vergleicht und daraus auf 
den Nickelgehalt umrechnet, so kommt man ebenso wie beim Biuret 
ziemlich genau auf das Verhaltnis 7 Atom Ni zu 3 Mol. Malonamid. 

Kobaltverbindungen scheinen Malonamid und Oxamid wegen des 
langsamen Eintretens des Kobalts in die Verbindungen und der leichten 
Zersetzlichkeit der Substrate nicht bilden zu kénnen. 


1H. Schiff, Liebigs Ann. 299, 236, 1897. 
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Zusammenfassung. 


1. In den untersuchten Verbindungen von Kupfer mit organischen 
Basen kommt | Atom Cu auf 2 Mol Biuret, ebenso | Cu auf je 2 Mol 
Oxamid bzw. Malonamid. Die violetten Kupfer-Komplexfarben ge- 
horchen dem Beer-Lambertschen Gesetz, wenn die Ansatze sofort vom 
abgeschiedenen Cu(OH), befreit werden. — Bei gleicher Gewichts- 
konzentration zeigt bei der Farbreaktion Biuret gleiche Farbstarke 
und gleichen Farbton wie die analoge Reaktion mit Casein, jedoch 
enthalten die Biuretansitze rund dreimal soviel Kupfer wie die An- 
sitze mit Casein. 

2. Analog wie beim Casein besteht die Farbreaktion beim Biuret 
selbst aus zwei selbstandigen Farbkomponenten, einer roten und einer 
blauen; bei langerem Stehen des violetten Ansatzes scheidet sich das 
, blaue“‘ Cu als Oxyd ab, die rote Komponente jedoch bleibt in maximaler 
Starke bestehen. In einer solchen Lisung kommen auf 1 Atom Cu 
4 Mol Biuret. In den violetten Ansitzen ist die Halfte des Kupfers 
rot’, die Halfte ,,blau‘‘ gebunden. Es werden Formeln fiir die rote 
und die violette Verbindung diskutiert, die diesen und weiteren Er- 
fahrungen entsprechen. Die blaue Komponente ist die labilere und kann 
fiir sich allein nicht bestehen. 

3. Es wurden Ansatze von Biuret in alkalischer Lésung mit Nickel 
und Kobalt bereitet, in denen auf 1 Atom Metall 3 bzw. 6 Mol Biuret 
kommen. Bei diesen Verbindungen ist ein Hinweis auf das Bestehen 
zweier Komponenten nicht vorhanden. Die Farben der Lésungen sind 
gelb bzw. rot. — Bei gegenseitigen Verdrangungsversuchen der Metalle 
aus den Biuretverbindungen ersetzen sich diese (ohne Riicksicht auf 
die zwei Bindungsarten beim Kupfer) im Verhaltnis 1 Co: 2 Ni: 3 Cu. 
Wird jedoch Zinkstaub zu einem Kupfer-Biuretansatz gegeben, so wird 
die blaue Komponente sogleich abgeschieden und die Lésung ist nunmehr 
rein rot. — Auch Malonamid und Oxamid geben gelbe alkalische Nickel- 
komplexverbindungen, in denen | Atom Nickel auf 3 Mol Base entfallt. 








Studien zur Biuretreaktion. 
Ill. Mitteilung: 
Eiwei8verbindungen des Kupfers, Nickels und Kobalts. 
Von 
Fritz Lieben und Hans Jesserer. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Bingegangen am 14, Juli 1936.) 
I. 

Im weiteren Ausbau unserer kiirzlich veréffentlichten Unter- 
suchungen! haben wir die Kupferbestimmung im Clupeinmethylester- 
Chlorhydrat (von Prof. K. Felix, Frankfurt a. M., freundlichst iiberlassen) 
wiederholt. 

Es wurden 240 mg Ester-Chlorhydrat mit 18 cem 3°>iger NaOH und 
2 cem 20 Giger CuS O,-Lésung versetzt, geschiittelt und vom iiberschiissigen 
Cu(OH), zentrifugiert. In 10cem dieser Lésung wird durch Zusatz von 
4cem 10 °jiger H,SO,und 2ccem konz. N H, die tiefblaue Kupferkomplexfarbe 
erzeugt (s. die zit. Abhandlung) und dieselbe mit der eines bekannten 
Standards verglichen. Es wurden 12,8 mg Kupfer gefunden, fiir die Gesamt - 
menge also 25,6mg Cu. Nimmt man als Molgréfe fiir das Chlorhydrat 
2400*, so waren 256 mg bzw. 4 Atome Cu im Mol enthalten. Doch liegt 
nach Felix? im Clupein ein Gemisch von Protaminen verschiedener Mol- 
gréBe vor, so daB Schliisse auf die Zahl und die Art der Bindungsstellen fiir 
das Kupfer verfriiht waren. Die Beteiligung der freien Guanidingruppen des 
Arginins an der Kupferbindung bzw. am Zustandekommen der Biuret- 
reaktion erscheint unwahrscheinlich. Das freie Arginin zeigt die Reaktion 
bekanntlich nicht, vom gleichen negativen Ausfall der Probe beim Arginin- 
methylester konnten wir uns an Hand von Versuchen iiberzeugen. 


’ 


Il. 

In unserer Arbeit war festgestellt worden, daB die Biuretreaktion 
der Proteine aus zwei Komponenten, einer roten und einer blauen, 
besteht. Wir fanden ferner (I. ¢. S. 40), daB bei vorsichtigem Saiurezusatz 
(tropfenweise mit n/l H,SO,) die rote Komponente allmahlich 
verschwindet (bei pu 8 bis 9) und eine rein blaue Farbe auftritt. Es 
ist nun bemerkenswert, daB auch bei etwa 50stiindiger Dialyse eines 
gesittigt-violetten Ansatzes von Kupfer-Casein in 3 °,iger NaOH eine 
klare Lésung von rein blauer Farbe zuriickbleibt, wahrend die Reaktion 
sich gegen den Neutralpunkt verschiebt. Wird nun durch Zusatz von 


1 F, Lieben u. H. Jesserer, diese Zeitschr. 285, 36, 1936. — * Vegl. 
E. Waldschmiat-Leitz, Zeitschr. f. ang. Chem, 44 (22), 422, 1931. — ? K.Felix, 
Ber. ii. d. ges. Physiol. 61, 349, 1931. 
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etwas Alkali die alkalische Reaktion gerade wieder hergestellt, so kehrt 
die violette ,,Vollfarbe** in unveranderter Starke zuriick. Wir sehen 
also, daB durch Verschiebung des px gegen den Neutralpunkt die Ver- 
bindung bei gleichem Kupfergehalt statt der violetten eine rein blaue 
Farbe zeigt, die offenbar nicht mit der blauen Komponente identisch 
ist. Der Farbumschlag bei Verschiebung des py ist also von dem bei 
Anderung der Kupferkonzentration im Eiweif eintretenden durchaus 
verschieden. — Hier besteht ein grundlegender Unterschied gegen das 
Verhalten der Nickel-Caseinverbindung: bei 50stiindiger Dialyse der 
alkalischen goldgelben Komplexverbindung (s. unten) wird dieselbe 
zerstért, es verbleibt eine neutral reagierende, triibe gelbliche Fliissigkeit 
im Schlauch, die auf Zusatz von Lauge keine Farbrekation mehr zeigt. 
Das gleiche beobachtet man bei der Dialyse von Kobalt-Casein (s. unten). 

Wird ein violetter Kupfer-Casein-Ansatz (0,5 g Casein -+- 5 cem 
20 %iger CuS O,-Lésung, mit 3 °%,iger NaOH auf 100 cem aufgefiillt, ge- 
schiittelt und vom iiberschiissigen Cu(OH), filtriert) mit 1 g Zinkstaub 
(p.a. Kahlbaum) versetzt, so tritt im Verlauf von 24 Stunden unter 
Kupferabscheidung vollige Entfarbung ein. Im Gegensatz zum Verhalten 
eines analogen Cu-Biuretansatzes (s. die vorhergehende Abhandlung) 
ist ein Auftreten der rein roten Phase hier auch voriibergehend nicht 
zu bemerken. Das Zink scheidet also das Kupfer aus beiden Kompo- 
nenten ab. 

Wie beim Biuret muBte auch hier die Frage untersucht werden, ob die 
blaue und die rote Farbkomponente der Biuretreaktion bei den Proteinen 
sich durch verschiedene Wertigkeit des Kupfers unterscheiden, die rote 
Komponente etwa dem einwertigen, die blaue dem zweiwertigen Kupfer 
entspricht. Das Resultat war ebenso negativ wie beim Biuret (s. die vorher- 
gehende Abhandlung). Wird violettes 0,5° iges Kupfercasein in 3% iger NaO H 
in der Kalte unter Wasserstoffdurchleiten mit Natriumamalgam (5 ° ig) 
versetzt, so wird die Probe zwar rot, jedoch erfolgt diese Farbanderung 
lediglich durch Abscheidung der (labileren) blauen Komponente, die rote 
Farbe verbleibt, und die Probe weist noch die Hdljte des urspriinglichen 
Kupferwertes auf. Man sieht, daB auch beim Kupfercasein ebenso wie beim 
Biuret die Hdljte des Kupfers ,,rot‘*, die Halfte ,,blau‘* gebunden ist. 
Analog bewirkt auch Oxydation des violetten sowie des roten Kupfer- 
Caseinansatzes mittels H,O, oder Natriumperborat keine Farbumuandlung 
ins Blaue. 


Ill. 

Die Eiweib-Nickel- bzw. EiweiB-Kobalt-Verbindungen wurden 
folgendermaBen bereitet : 

2,5 g¢ Casein, in Wasser aufgeschwemmt, werden mit 25 ccm 30 °,iger 
NaOH und 2,5 g NiSO,-krist. bzw. CoSO,-krist. versetzt und mit Wasser 
auf je 250 cem aufgefiillt. Nach 8- bis 14tagigem Stehen wird filtriert, das 
Filtrat nach Newmann verascht und die Bestimmung des Metalls nach der 
in der vorhergehenden Abhandlung (s. FuBnote 2 und 4, 8S. 79) angegebenen 
Methodik ausgefiihrt. 
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In 50 cem Nickel-Casein-Filtrat (entsprechend 0,5 g Casein) wurde 
im Mittel ein Gehalt von 26,1 mg Nickel, in 50 cem Kobalt-Casein- 
Filtrat von 17,4 mg Kobalt gefunden. Wird in einem Kupfer-Casein- 
Ansatz die Kupferbestimmung gravimetrisch (als CuO) vorgenommen, 
so findet man fiir 0,5 g Casein im Mittel 56,7 mg Cu!. Rechnet man diese 
Zahlen auf Atomzahlen um, so entfallt fiir die gleiche Eiweifmenge 
auf 2 Atome Kupfer recht genau 1 Atom Nickel bzw. auf 3 Atome Cu 
1 Atom Kobalt. Es scheint also fiir das Nickel- und das Kobaltatom 
nicht méglich zu sein, alle dem Kupfer zuganglichen Platze (N-Atome 
der Peptidbindungen ?) im EiweiBmolekiil zu besetzen. Es besteht auch 
kein Anhaltspunkt dafiir, in den Ni- und Co-Casein-Ansitzen mehr als 
eine Farbkomponente anzunehmen, wie aus Versuchen mit dem Stufen- 
photometer und aus Verdiinnungsversuchen (vgl. die analogen Versuche, 
l.c. $. 40/41) hervorgeht. Die Nickelansatze sind goldgelb gefarbt, wie 
schon Schiff? erwahnt, die Kobaltansatze rotbraun. Es besteht wie bei 
den Kupferansatzen gleichkonzentrierter Lésungen verschiedener Pro- 
teine bzw. -derivate auch bei Nickelansatzen gleiche Farbstdrke und 
gleicher Farbton. Wir sahen dies im Vergleich z..m Nickel-Casein beim 
Nickel-Wittepepton; das Nickel-Edestin ist wegen Eigenfarbe etwas 
stirker gefarbt. 

IV. 

Die eben besprochene verschiedene Raumerfillung fiir Kupfer, 
Nickel und Kobalt tritt in charakteristischer Weise bei den folgenden 
Versuchen hervor, welche die Verdrdangung des einen Metalls durch einen 
UberschuB des anderen studieren sollten. 

a) Ein Nickel-Casein-Ansatz in NaOH wird mit 1 g CuSO,-krist. 
versetzt, nach etwa 20 Stunden wird filtriert. Von dem braunen Filtrat 
wird ein aliquoter Teil, entsprechend 0,5 g Casein, nach Newmann 
verascht. Die Kupferbestimmung als CuO ergibt eine Aufnahme von 
28:3 mg Cu, das im Filtrat bestimmte Nickel betragt 26,2 mg, das ist die 
oben angegebene Menge. Es wurde also kein Nickel verdrangt, zu 
jedem Atom Nickel ist aber 1 Atom Cu hinzugetreten bzw. das Kupfer 
hat die vom Nickel unbesetzt gelassenen Stellen eingenommen. 

b) Analog verlauft der Versuch, wenn man von einer Kobalt- 
Casein-Lésung ausgeht und CuSO, zusetzt. Der Ansatz stand 4 Tage, 
die Farbe des Filtrats ist dunkelbraunrot. Die 0,5 g Casein entsprechende 
Kobaltmenge (s. oben) ist quantitativ erhalten geblieben, dazu wurden 
37,8 mg Cu aufgenommen: also fiir 1 Atom Kobalt je 2 Atome Kupfer; 
auch hier hat das Kupfer ohne Verdrangung die ,,freien Platze** ein- 


1 Vgl. F. Lieben u. H. Jesserer, 1. c., Tabelle I, die Zahlen wurden dort 
kolorimetrisch ermittelt. — 2 H. Schif/, Liebigs Ann. 299, 236, 1897, s. bes. 
S. 264. 
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genommen. Der rasche Ablauf dieser Reaktionen a) und b) im Vergleich 
zu den spater zu beschreibenden wirklichen Verdringungen deutet 
gleichfalls auf eine Besetzung vordem freier Platze. 

Anders spielt sich der Versuch ab, wenn man vom Kupfer-Casein 
ausgeht, in dem die verfiigbaren Platze offenbar simtlich besetzt sind. 

c) 33cem Cu-Casein (2% in 3°% NaOH enthaltend 0,67 g Casein 
und 75,6 mg Cu) werden mit 2g NiSO,-krist. versetzt und mit 3% 
NaOH auf 100 ccm aufgefiillt. Nach achttaégigem Stehen wird filtriert. 
75 ecm des braunen Filtrats, entsprechend 0,5 g Casein, werden nach 
Neumann verascht; sie liefern 34,2 mg Cu (statt urspriinglich 56,7 mg) 
und 10,3 mg Ni. Es wurden also 22,5 mg Cu durch 10,3 mg Ni bzw. 
2 Atome Cu durch 1 Atom Ni verdréangt. 

d) Der gleiche Cu-Casein-Ansatz mit 2g CoSO,-krist. versetzt 
und nach zehntagigem Stehen wie c) behandelt, ergibt 44,8 mg Cu 
(statt 56,7 mg) und 3,6 mg Co. Es wurden demnach 11,9 mg Cu durch 
3,6 mg Co ersetzt bzw. 3 Atome Cu durch 1 Atom Co. Auch beiden Ver- 
drangungsversuchen zeigt sich also die doppelte bzw. dreifache Raum- 
beanspruchung des Nickels bzw. Kobalts gegeniiber dem Kupfer. Um 
diese Verdrangungen so beobachten zu kénnen, ist hier ein langes Stehen 
der Ansatze erforderlich. 


Zusammenfassung. 


1. Im Clupeinmethylester-Chlorhydrat wurde auf 2400 mg eine 
Menge von 256 mg bzw. 4 Atomen Kupfer festgestellt. 

2. Wird violettes Kupfer-Casein dialysiert, so tritt eine blaue 
Farbe auf, ohne daB die Verbindung zerfallt, da etwas Alkali die volle 
violette Farbe wieder herstellt, bei Nickel- und Kobalt-Casein-Ansitzen 
wird die Verbindung durch Dialyse zerlegt. Zink scheidet aus dem 
Kupfer-Casein das gesamte Metall ab. Eine verschiedene Wertigkeit 
des Kupfers in der roten und der blauen Komponente lieB sich nicht 
nachweisen. 

3. Es wurden Nickel-Casein- und Kobalt-Casein-Ansatze analog 
wie beim Kupfer-Casein bereitet. In diesen Verbindungen kommen, 
auf die gleiche EiweiBmenge berechnet, auf 1 Atom Nickel 2 Atome 
Kupfer bzw. auf 1 Atom Kobalt 3 Atome Kupfer. Nickel besitzt die 
doppelte, Kobalt die dreifache Raumbeanspruchung gegeniiber dem 
Kupfer. 

4. Diese Regel gilt auch bei Verdringungsversuchen des einen 
Metalls durch einen Uberschu8 des anderen. Ein eintretendes Atom 
Nickel verdringt 2 Atome Cu, 1 Atom Kobalt 3 Atome Cu aus den 
EiweiBkomplexen. Dagegen verdrangt Kupfer weder Ni noch Co, es 
besetzt lediglich die noch ,,freien Platze*. 








Chemische und histochemische Bestimmung 
des Glykogengehalts weiber und roter Muskeln. 
Von 


A. Noll und M. Beeker. 


(Aus dem physiologischen Institut und der physiologisch-chemischen 
Abteilung der Universitat Jena.) 


(Eingegangen am 16. Juli 1936.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die alteren Untersuchungen iiber den Glykogengehalt weiBer und 
roter Muskeln, auf die sich die Lehrbiicher noch stiitzen, sind hinsichtlich 
des verwendeten Materials und der angewandten Methoden unzureichend. 

Luchsingers'! Bestimmungen am Huhn beziehen sich nur auf hungernde 
Tiere. Unter den von Nasse? wie von Cramer*® verwendeten Muskeln des 
Kaninchens fehlen ausgesprochen rote Muskeln. Bei der Fledermaus fand 
Grothe * in den hellen Muskeln wagbare Mengen, in dem roten Pektoralis 
kaum Spuren. Alle diese alteren Bestimmungen konnten noch nicht nach 
der Pfliigerschen Methode ausgefiihrt werden. 

In einer Mitteilung aus neuerer Zeit geben Silvette und Britton ® auber 
dem Wasser- und Chloridgehalt beider Muskelarten auch den des Glykogens 
an; sie fanden im weiben Muskel 0,89 °,, im roten 0,24 °,. 

Die wenigen Angaben, die sich auf den histochemischen Nachweis 
beziehen, sind nicht iibereinstimmend. 

Barfurth® fand in den weiBen Muskeln des Kaninchens oft starke Jod- 
reaktion, und er nimmt an, da die Braunfarbung der roten nur zum Teil 
durch Jod bedingt sei. Griitzner *? dagegen hielt nach dem Ausfall der Jod- 
reaktion die dunkleren Fasern fiir die glykogenreicheren. Mit der Bestschen 
Karminfarbung sind Vergleichsuntersuchungen an beiden Muskelarten noch 
nicht angestellt worden. 

Die von uns gewonnenen Resultate, die wir im folgenden mitteilen, 
griinden sichauf die Kombination der quantitativen Glykogenbestimmung 
nach Pfliiger mit dem mikroskopischen Nachweis nach der von dem einen 
von uns® angegebenen Methode der granuléren Glykogendarstellung 
im Schnittpraparat mit Hilfe von 5°iger Kalilauge und Farbung nach 
Best. Als Material dienten uns der weiBe Biceps femoris und der rote 
Soleus vom Kaninchen, sowie der weiBe Pectoralis und die rote Schenkel- 
muskulatur vom Huhn. Alle Muskeln kamen frisch zur Untersuchung. 


' B. Luchsinger, Pfliigers Arch. 18, 472, 1878. — * O. Nasse, ebenda 
14, 473, 1877. — * A. Cramer, Zeitschr. f. Biol. 24, 78, 1888. — 4 Grothe, 
Hermanns Handb. d. Physiol. 5, 2. Teil, S. 367, 1881. — ° H. Silvette u. 
S. W. Britton, Amer. J. of Physiol. 109, 98, 1934. — ° D. Barfurth, Arch. f. 
mikrosk. Anat. 25, 259, 1885. 7 P. Griitzner, Breslauer arztl. Zeitschr. 
1883, Nr. 24. — § A. Noll, Virchows Arch. 293, 409, 1934. 
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Chemische Bestimmungen. 


Die Glykogenbestimmungen wurden nach dem Prinzip der Pfliger- 
schen Originalmethode ausgefiihrt. Die Ubertragung der urspriinglich etwa 
100 g erfordernden Methode auf verhaltnismaBig geringe Mengen, in unserem 
Falle etwa 10g, wurde ohne EinbuBe an Genauigkeit dadurch erméglicht, 
daB alle Operationen — Zersetzung der Substanz mit 60°, KOH, Fallung, 
Reinigung und Verzuckerung des Glykogens im gleichen Zentrifugierglas 
durechgefiihrt wurden. Die quantitative Bestimmung der gebildeten Glucose 
erfolgte nach der Methode von Fehling-Lehmann-Schoorl (Reduktion mit 
Fehlingscher Lésung im UberschuB8 und jodometrische Titration des nicht 
verbrauchten zweiwertigen Cu), die sich fiir die in Frage kommenden Mengen 
von 5 bis 50mg Glucose als auBerordentlich rasch ausfiihrbar und prazis 
erwiesen hatte. 


Kaninchen: Biceps... . . . . 0,40 und 0,425, Glykogen 
AMEE 6 1G. RS 0,29 % 99 
Huhn Nr. 1: Pektoralis. .... . 0,37 ,, 0,34% PP 
Schenkelmuskeln. . . 0,24, * 
Be jn ee Pektoralis. . . . . . 0,38 ,, 0,39% »» 
Schenkelmuskeln. . . 0,30 ,, 0,31 % 
Cree ae: Pektoralis. . . . . . 0,088 ,, 0,091 9 


(schlecht genahrt ) Schenkelmuskeln. . . 0,036 ,, 0,038 °, 


Zwischen Farbe und Glykogengehalt der Muskeln bestand ein 
umgekehrtes Verhaltnis. Je dunkler rot der Muskel war, um so geringer 
war sein Glykogengehalt. Waren die roten Muskeln verhaltnismaBig 
hell, dann naherte sich ihr Glykogengehalt dem der weiBen Muskeln. 

Der von uns im weifen Kaninchenmuskel gefundene Wert stimmt 
mit dem von Cramer nach der Briicke-Kiilzschen Methode gefundenen 
gut iberein. In unserem Falle betrigt der Glykogengehalt des roten 
Muskels 70°, von dem des weiben. 

Die Werte fiir die weiBen Muskeln unserer gut genahrten Hiihner 
liegen zwischen 0,34 und 0,39 °,, die der roten zwischen 0,24 und 0,31 %,. 
Der Glykogengehalt der roten in Prozent der weiBen Muskulatur betragt 
in einem Falle 67,6 °, im anderen 79,2 °%,. Dies Verhaltnis ist sehr ver- 
schieden von dem, welches sich aus den von Silvette und Britton an- 
gegebenen Werten berechnet (27°). Bei unserem schlecht genahrien 
Huhn liegen die Zahlen erheblich niedriger als bei den anderen Hiihnern, 
und der Glykogengehalt des roten in Prozent des weiBen Muskels be- 
tragt hier nur 41,3 °,. Legt man fiir dieses Huhn als normalen Glykogen- 
gehalt beider Muskelarten das Mittel aus den von uns bei normalen 
Hiithnern gefundenen Werten zugrunde, dann hat der weibe Muskel, 
wie die Rechnung ergibt, absolut etwas mehr Glykogen eingebiiBt als der 
rote, namlich 0,2805°, gegeniiber 0,233 %. 

Das wesentliche Ergebnis unserer Bestimmungen ist dies, daB die 
Unterschiede im Glykogengehalt der weiBen und roten Muskeln bei den 
untersuchten Tieren durchaus nicht so groB sind, wie man nach den 
bisherigen Bestimmungen erwarten konnte. Bedenkt man, dab die 


6* 








9O A. Noll u. M. Becker: 


roten Schenkelmuskeln des Huhnes sich nicht ganz frei von Sehnen- 
gewebe praparieren lassen, so miissen sich die Unterschiede noch weiter 
zugunsten des roten Muskels verschieben. Das gleiche ist der Fall, wenn 
man den Wassergehalt in Betracht zieht, der nach Silvette und Britton 
beim roten Muskel etwas héher als beim weiben ist. 


Histochemischer Nachweis. 

Die frischen Muskeln wurden mit 5 °,iger wasseriger Kalilauge vor- 
behandelt und dann in absoluten Alkohol gebracht!. Durch die Lauge 
wird das morphologisch nicht differenzierte Glykogen der Faser infolge 
Entmischung des Faserinhalts sichtbar 
gemacht und erscheint in den nach Best 
gefirbten Schnitten in Form’ von 
leuchtend roten, nach Jodbehandlung 
von braunen Granula. 

Beim Vergleich solcher Praparate von 
weiBen und roten Muskeln zeigte sich, daB 
man beim Huhn die Kalilauge verschieden 
lange Zeit auf beide einwirken lassen muB, 
um vergleichbare Stadien der Glykogen- 
phanerose zu bekommen. Fiir die roten 
Fasern geniigte schon eine vierstiindige 
Einwirkungsdauer, wie sie sich beim 
Pferdemuskel und dessen Myokard am 





Abb.1. Muskelfasern vom Kaninchen giinstigsten erwiesen hatte®, der weibe 

nach Behandlung mit 5 °/oiger Kali- Muskel dagegen hatte etwa 6 Stunden né6tig, 

lange und absolutem Alkohol. Far- damit dasselbe erreicht wurde. Die Pra- 

bung nach Best. a) weiber, b) roter are f i | Shr 

Muskel. Vergr. Zeiss-Obj. D, Ok. 4. oo stammen von den oben angefitihrten 
ieren. 


Die Ubereinstimmung des mikroskopischen Befundes mit der 
quantitativen Glykogenbestimmung war am _ vollkommensten beim 
Kaninchen. Hier entspricht dem bedeutend geringeren Glykogengehalt 
des roten Muskels farberisch ein gleich geringerer Gehalt an Glykogen- 
granula (Abb. 1). Bei den Hiihnern decken sich die Befunde nicht in 
gleichem MaBe. 


Das Huhn Nr. 2 lieferte im Vergleich mit dem Ergebnis der quanti- 
tativen Bestimmung verhaltnismaiBig wenig Glykogen im roten Muskel. 
Hierzu ist folgendes zu bemerken. Die chemische Untersuchung erstreckte 
sich auf alle roten Schenkelmuskeln des Huhnes, zur mikroskopischen 
Untersuchung aber kam immer nur ein kleines Stiick eines dieser Muskeln. 
Da das Glykogen in den verschiedenen Muskeln nicht gleichmaBig verteilt 
ist, kann die Teilbestimmung, wie sie histologisch erfolgt, von der summari- 
schen quantitativen Bestimmung etwas abweichen. Beim Kaninchen war 


A.Noll, l.e. - 2 4. Noll, l.e.; A. Noll u. M. Becker, Virchows 
Arch. 296, 443, 1935. 
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das nicht zu befiirehten, da von diesem nur der eine rote Muskel (Soleus) 
genommen wurde. Die chemische Bestimmung unterrichtet tiber den 
Glykogengehalt im ganzen, die mikroskopische tiber den der einzelnen 
Fasern. Das Mikroskop zeigt an, daB auch im roten Muskel stellenweise 
verhaltnismaBig glykogenreiche Fasern vorhanden sein kénnen, was aber 
fiir den Gesamtgehalt nicht ausschlaggebend ist. 

Beim Huhn Nr. 3, das wegen seines schlechten Ernahrungszustandes 
eine Sonderstellung einnimmt, ergab die Bestsche Farbung im weiben 
Muskel in Ubereinstimmung mit der quantitativen Bestimmung nur ganz 
wenig Glykogen, im roten so gut wie keins. 

Die mitgeteilten Vergleichsbestimmungen lehren, daB hier wie bei 
allen Gewebsuntersuchungen die histologische Methode die chemische 
wesentlich erginzt. Denn nur sie kann iiber die feinere Verteilung der 
chemischen Bestandteile im Gewebe etwas aussagen. 

In der lebenden Faser des Warmbliitermuskels ist das Glykogen 
in der Hauptsache sicherlich nicht granular enthalten. 


Zusammenfassung, 


Nach quantitativen Bestimmungen beim Kaninchen und beim 
Huhn enthielten die roten Muskeln etwa ?, bis 4); von der Glykogen- 
menge der weiBen. Das ist wesentlich mehr, als man bisher annahm. 
Der histochemische Nachweis des Glykogens (Behandlung der Muskeln 
mit 5°%iger Kalilauge, Alkoholhartung, Farbung nach Best) ergab 
im allgemeinen auch einen geringeren Glykogengehalt der roten gegen- 
iiber den weiBen Muskeln, der besonders beim Kaninchen in guter Uber- 
einstimmung mit der quantitativen Bestimmung stand. Beim Huhn 
darf der in der gesamten roten Schenkelmuskulatur chemisch bestimmte 
Glykogengehalt nicht ohne weiteres auf die einzelnen roten Muskeln 
iibertragen werden, da das Glykogen in diesen nicht gleichmabig ver- 
teilt ist. 








Zum Nachweis der mitogenetischen Strahlung 
mit Hilfe des physikalischen Differenzverfahrens. 
Von 
Werner W. Siebert und Heinz Seffert. 
fAus der II. inneren Abteilung des stadt. Robert Koch-Krankenhauses 
Berlin (Moabit). ] 
(Eingegangen am 17. Juli 1936.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Der Nachweis der mitogenetischen Strahlung wurde in der ersten 
Zeit nach Gurwitschs Entdeckung ausschlieBlich auf biologischem 
Wege gefiihrt. Wachsende und sich teilende Pflanzenzellen dienten 
als Detektoren. Der Nachweis auf physikalischem Wege gelang erst vor 
wenigen Jahren. Rajewsky hat das Verdienst, hierfiir die erste brauch- 
bare Methode angegeben zu haben. Bei ihr werden Lichtstrahlen durch 
stoBartige Anderungen (,,St6Be) eines in einem Lichtquantanzahler 
erzeugten elektrischen Feldes angezeigt. 

Zugleich mit der mitogenetischen wirkt auch die iiberall vorhandene 
kosmische Strahlung auf das Zahlrohr ein. Da sie sich durch Filterung 
nicht véllig abblenden laBt, ist es unvermeidbar, daB ihre Einfliisse 
jedesmal mitregistriert werden, man also im Falle eines biologischen 
Effektes nur die Summe von kosmisch und biologisch bedingten StéBen 
erhalt. 

Rajewsky war so vorgegangen, daB er abwechselnd die StoBzahl 
der kosmischen Strahlen und, nach Heranfiihrung des biologischen 
Strahlers an das Zahlrohr, die Summe der kosmischen und der bio- 
logiscHen Strahlenwirkungen registrierte. Alle Forscher, die sich weiter- 
hin mit dem physikalischen Nachweis der Strahlen beschaftigten, 
sind im Prinzip den gleichen Weg gegangen. Auch wir taten es, wenigstens 
im Anfang unserer Versuche. 

Der Nachweis wire einfach, wenn nicht die Zahl der kosmisch 
bedingten StéBe, der ,,SpontanstéBe, in kurzen Zeitabschnitten stark 
wechselte und damit die Grundlage fiir die Berechnung des biologischen 
Effektes véllig unsicher werden wiirde. Will man nach dem Vorgang von 
Rajewsky die mitogenetische Strahlung nachweisen, so ist Gleichbleiben 
der kosmischen Einfliisse iiber langere Zeit unerlaBliche Vorbedingung. 
In unseren eigenen Versuchen aber konnte dieses Gleichbleiben nur 
selten beobachtet werden. Zumeist schwankten die Zahlen der kosmisch 
bedingten St6Be so stark, daB die nach biologischer Bestrahlung beob- 
achteten Ausschlige nicht mehr im Sinne der Wahrscheinlichkeits- 
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rechnung beweisend waren. Hier konnte nur eine grundsitzliche 
methodische Anderung weiterfiihren, ein Verfahren, das von den 
Schwankungen der kosmischen Strahlung unabhangig machte. 

Dieses Verfahren besteht in der gleichzeitigen Benutzung zweier 
gleicher, im Leerlauf gleiche StoBzahlen anzeigender Zahlrohre. Statt 
nacheinander an einem Instrument die Zahl der kosmischen und die 
Summe der kosmischen und der mitogenetischen Strahlenwirkungen 
festzustellen, soll nunmehr die kosmische Einwirkung an dem einen, 
die Summe beider Wirkungen an dem anderen Rohr zur selben Zeit 
gemessen werden. Die Differenz der an den Zahlapparaten ab- 
lesbaren miniitlichen StoBzahlen der Rohre zeigt das Vorhandensein 
und die Dauer eines biologischen Effektes an. 

Wir haben iiber dieses ,, Differenz- 
verfahren®“ und einige mit ihm er- 























haltene Ergebnisse kurz berichtet! und : 
beschreiben es jetzt, nach 3! ,jahriger - eee 
Weiterarbeit, ausfiihrlich. St} J Cd L, |5 
. : ee , IE } 
Um den mit dem Gebiet der mito- v7 ny 
‘ ° : ey 
genetischen Strahlung weniger ver- Gl 
trauten Lesern unseren Weg verstand- Abb. 1. Zihlrohr nach Rajewsky. 


licher zu machen, beginnen wir mit 

einer kurzen Schilderung der physikalischen Grundlage des Strahlen- 
nachweises an Hand des Ausgangspunktes unserer Arbeiten, der Methode 
von Rajewsky. 

Detektor ist das von ihm konstruierte Lichtquantenzahlrohr (Abb. 1), 
eine Kombination von Photozelle mit Elektronenzaihlrohr. Ein von einem 
Bleimantel (?) umgebenes Cadmiumrohr (Cd) ist an beiden Enden durch 
Hartgummistopfen (St) und Siegellack hermetisch verschlossen. Ein 
Stahldrahtfaden (/), der eine halbisolierende Oxydschicht trigt, ist axial 
durch die Stopfen und das Rohr gefiihrt und an einem Ende mit einer 
Klemmschraube (,) versehen. Eine zweite (K,) sitzt auf dem Rohrmantel. 
Fin luftdicht an der Langsseite eingesetztes Quarzfenster (Q) erméglicht den 
Eintritt von Lichtstrahlen. Ein Stutzen mit eingefiigtem Glasrohr (G1) 
gestattet die Herstellung eines bestimmten Unterdrucks, nach dessen Er- 
reichung das Glasrohr abgeschmolzen wird. 

Der Faden steht iiber einen Hochohmwiderstand (Q) — siehe Abb. 2 —- 
mit dem positiven Pol einer Hochspannungsbatterie (2), der Bleimantel 
direkt mit dem negativen Pol in Verbindung. Das Einschalten der Spannung 
erzeugt zwischen Faden und Rohrwand ein starkes elektrisches Feld. Sobald 
B-Teilchen, in unserem Falle die der kosmischen Strahlung, das Rohr durech- 
dringen, tritt eine Ionisation (StoBionisation) auf und damit ein kurzer 
Spannungsausgleich im Rohr. Im auBeren Stromkreis wird ein kurzer 
Spannungsabfall verursacht, und dieser kann durch ein an die Enden des 
Widerstandes angelegtes Elektrometer (/) nachgewiesen werden. Rajewsky 


1 Naturwiss. 21, 193, 1933. 
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benutzte an seiner Stelle einen kapazitiv angekoppelten Réhrenverstarker, 
mit dem er einen Lautsprecher oder eine Zahlvorrichtung betrieb. Jede 
StoBionisation wurde im Lautsprecher durch ein kurzes Knacken, in der 
Zahivorrichtung durch Vorriicken der Zahlenscheibe angezeigt. 

Das Rohr ist aber auch, dank der photoelektrischen Eigenschaft 
des Cadmiums, empfindlich fiir Licht, und zwar gerade fiir das ultra- 
violette Bereich, dem die mitogenetischen Strahlen angehéren. Beim 
Auftreffen von Lichtquanten werden aus dem Cadmium Elektronen 
herausgelést. Dieser Vorgang leitet eine Ionisation ein und fiihrt mithin 
zu den gleichen Erscheinungen im Stromkreis wie bei der Einwirkung 
von B-Teilchen. 

Die Wirkung der mitogenetischen Strahlung addiert sich also 
zu der der kosmischen. Damit sie deutlich bemerkbar wird, muB die 
Zahl der von der kosmischen Strahlung her- 
vorgerufenen Spontanst6Be zwei Bedin- 


7 
Z 


gungen erfiillen. Erstens muB sie durch 


Jowtneor  Panzerung auf ein erreichbares Mindestmab 
per herabgedriickt worden sein und zweitens 
Llextromerer 


darf sie wahrend der Versuchsdauer keine 
gréBeren Schwankungen aufweisen. Da ihre 
Konstanz Voraussetzung fiir eine einwand- 
freie Berechnung des Effektes ist, kann der 


Abb. 2. Schema der Zihlrobr-  eigentliche Versuch, das Heranbringen des 
Schaltung nach Rajewsky. 


’ 





mitogenetischen Strahlers an das Quarz- 
fenster, nicht eher begonnen werden, als eine iiber langere Zeit aus- 
gefiihrte Vorbeobachtung annahernd gleiche Spontanzahlen in der 
Zeiteinheit ergeben hat. 

Als wir mit unserer ersten, Rajewskys Beschreibung nachgebauten 
Apparatur wegen der Schwankung der Spontanst6Be nur selten ein- 
wandfreie Effekte erhalten hatten, versuchten wir von den Schwankungen 
durch Verwendung zweier gleicher Rohre unabhangig zu werden. Nach 
langeren Voruntersuchungen gelang es, eine Apparatur herzustellen, 
bei der beide Rohre in der Zeiteinheit annahernd die gleiche Zahl an 
sich nicht koinzidenter Spontanst6Be aufwiesen, und bei der sich die 
StoBzahl des ersten Rohres iiber die des zweiten solange erhob, wie 
ein mitogenetischer Strahler oder eine kiinstliche Strahlenquelle auf 
das erste einwirkte. 

Die von uns verwendeten Rohre sind im Material und AusmaBen 
einander vollig gleich. Von dem Original Rajewskys weichen sie nur in 
wenigen Punkten ab. Statt eines Rohres aus reinem Cadmium nahmen 
wir ein Messingrohr, das mit einer galvanisch erzeugten, polierten 
Cadmiumschicht versehen war. Die Lange betragt 65 mm, die lichte 
Weite 24mm. Der Bleimantel ist 4mm dick. Das Quarzfenster, 
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28 «31 mm groB, tragt einen 3 mm hohen Siegellackrand zur Aufnahme 
der Untersuchungsfliissigkeit. Die Hartgummistopfen sind mit Siegel- 
lack oder Picein eingedichtet. Als Gas verwenden wir getrocknete 
Luft von einem Unterdruck von 35 bis 45mm Hg. Besondere Sorgfalt 
ist auf die Zubereitung des Fadens zu legen. Ein langeres Stiick Stahl- 
draht von 0,2 mm Durchmesser wird durch einen schwachen Strom bis 
zum <Auftreten einer gleichmaBigen blauen Farbe von bestimmter 
Nuance oxydiert. Aus der Mitte werden zwei gleiche Stiicke heraus- 
geschnitten und in die Rohre eingebaut. Vom Gelingen dieser Mani- 
pulationen, die viel Cbung und Geduld voraussetzen, ist die gleichmaBige 
Arbeit beider Rohre weitgehend abhangig. War die Herstellung des 
Fadens und die Abdichtung gut ge- 


raten, so konnten wir die Rohre 4 
annihernd drei Wochen lang be- r 
nutzen. Dann muBten Faden und 

Vakuum neu hergestellt und unter R 
Umstanden die Cadmiumschicht ; - 





nachpoliert werden. 
































Die Rohre (Z) — siehe Abb. 3 ,% [@, 
- sind in einem lichtdichten und 4) 4) 
yegen elektrische Stérungen  ge- Lio BPs 
sicherten, mit Blei beschlagenen = 
Kasten parallel in 8 em Abstand an- = 


geordnet. Der lichtdicht schlieBende 
Kastendeckel ist fiir die Beschik- 
kung der Rohre aufklappbar. Die 
Rohre sind um die Langsachse dreh- 
bar, so da} man den Strahler von 
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Abb. 3. Schema der Differenzanordnung. 


beliebiger Seite aus auf sie einwirken lassen kann. Fiir gewisse Unter- 
suchungen kénnen sie auch um eine gemeinsame Horizontalachse ver- 
lagert werden. 

Die Spannung wird fiir jedes Rohr getrennt von Anodenbatterien (3) 
geliefert. Die Betriebsspannung ist vom Gasdruck abhangig. Bei 
geringem Unterdruck wird mehr, beim gréBeren Unterdruck weniger 
Spannung bendtigt. Im allgemeinen lagen die Spannungswerte zwischen 
900 und 1200 Volt. Die Hochohmwiderstande betragen etwa 10° Q. 
Die spannungsfiihrenden Teile sind mit Bernstein isoliert und durch 
geerdete Metallrohre abgeschirmt, so daB eine gegenseitige Beeinflussung 
ausgeschlossen ist. 

Zu jedem Zahlrohr gehért ein 3 Réhren-Widerstandsverstarker (V), 
ein hochempfindliches Relais (R) und ein Zahlapparat (U). Diesen 
haben wir uns aus Weckeruhren hergestellt. Sein Zeiger steht vor 
Beginn des Versuchs auf Null und riickt bei jedem StromstoB um eine 
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Kinheit vorwarts. Wahlweise kann auch an die Uhren eine selbst- 
gebaute Schreibvorrichtung angeschlossen werden, die die St6Be beider 
tohre auf einem Papierstreifen nebeneinander durch Striche markiert. 

Kin Versuch geht folgendermaBen vor sich: Nach vorangehender 
Kontrolle samtlicher Nebenapparate werden zuerst die Verstarker 
eingeschaltet. Die im Anodenkreis ihrer Endstufen liegenden, in Reihe 
mit den Relais geschalteten Milliamperemeter zeigen den Ruhestrom an. 
Darauf wird die Hochspannung zunachst an ein Rohr gelegt. Sie wird 
stufenweise soweit gesteigert, bis deutliche Spontanst6Be in einer von 
Vorversuchen her bekannten Anzahl, etwa 10 in der Minute, auftreten. 








Abb. 4. Die Apparatur. (Die Spannungsquellen sind nicht sichtbar). 


Dann wird das Rohr auf ausreichende UV-Empfindlichkeit gepriift. 
Durch Vorversuche wissen wir, daB diese vorhanden ist, wenn eine 
empirisch durch Vergleich mit biologischen Strahlenquellen geeichte 
kiinstliche schwache UV- Quelle im Abstand von 25 cm einen Zuwachs 
von 20 bis 25 StéBen iiber die SpontanstoBzahl ergibt. Hat das Rohr 
in dieser Weise auf unsere Kontrollampe reagiert, so wird an das andere 
Rohr die gleiche Spannung stufenweise angelegt. Kleine Unterschiede 
in den SpontanstoBzahlen beider Rohre beruhen auf geringen un- 
vermeidbaren Gazdruckunterschieden und werden durch Hinzu- oder 
Abschaltung kleiner Spannungsbetrage (unterhalb 10 Volt) am zweiten 
Rohr ausgeglichen. Stimmt nunmehr die Anzahl der StéBe_ beider 
Rohre pro Minute iiber lingere Zeit gut iiberein, so wird das erste Rohr 
mit dem Strahler und das zweite mit Wasser beschickt. Hiernach 
iibersteigen bei positivem Ausschlag die miniitlichen StoBzahlen des 
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ersten Rohres die des zweiten. Die Uberhéhung dauert zumeist, ins- 
besondere bei Verwendung von Blut als Strahler, eine Reihe von Minuten 
an. Die Messungen werden solange fortgesetzt, bis nach Abklingen des 
Effektes beide Rohre wieder etwa 10 Minuten lang iibereinstimmende 
StoBzahlen anzeigen. 

Von unseren insgesamt etwa 2000 Untersuchungen bringen wir 
im folgenden in Kurvenform zunachst einige Beispiele von Leerversuchen, 
d.h. solchen ohne Beschickung mit einem mitogenetischen Strahler. 
Die Resultate beweisen, daB beide Rohre iiber lange Zeit gut tiberein- 
stimmend arbeiten. 





L 103 












































0 5 70 5 20 2 0 36Min. 
Abb. 5. Kurven von Leerversuchen. 

Sodann bringen wir Beispiele von Versuchen mit mitogenetischen 
Strahlern; die kurvenmaBige Darstellung 14Bt auf den ersten Blick den 
Effekt deutlich erkennen. 

Die Abb. 7 zeigt die automatische Aufzeichnurng eines Versuchs 
mit Blut als Strahlungsquelle. 


Biochemische Zeitschrift Band 287. 
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Abb. 6. Kurven von Versuchen mit mitogenetischen Strahlern. 
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Abb. 7. Automatische Aufzeichnung eines Versuches mit einem Strahler. 
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Ferner seien 120 Versuche in Tabellenform wiedergegeben, davon 
60 mit normalem menschlichen Blut, 30 mit normalem tierischen Blut 
und 30 mit normalem menschlichen Urin. Das Blut war in bekannter 
Weise auf FlieBpapier getrocknet und fiir den Versuch 1 Minute lang 
mit Aq. dest. aufgelést worden. 


In den Tabellen enthalt die erste Rubrik die Protokollnummer, 
die zweite die Angabe der Uberhéhungszeit, d. h. der Zeit, in der die 
StoBzahl des mit dem Strahler beschickten Rohres die des Kontrollrohrs 
iiberwiegt, die dritte Rubrik gibt das Uberwiegen der StoBzahlen iiber 
die Werte des Kontrollrohrs wahrend der Uberhéhungszeit in Pro- 
zenten an. .V, (Rubrik IV) bedeutet den Mittelwert der Differenzen der 
StoBzahlen beider Rohre auBerhalb der Uberhéhungszeit, uw (Rubrik V) 


TabelleI. Normales menschliches Blut. 








I | iW IV vV! VI VI I uo IV Vv | VI VI 
Proto- | Proto- 
koll lin.| 9) | My; | we | Mg (M2—24] kolt jyin.| 0, wy | w | My “eo 
Nr. had Nr. al 
55 4 |44.0 —0,2 |1,.00 40 42 172 6 47,0 —0,1 9,704.10 6,0 
77 6 286 0,0 0,63 4,0 6,3 175 4 590 0,1 1,004,70 46 
79 4 490 0,0 120 55 46 178 6 41.5 —0.3 1,00 3,30, 3.6 
81 4 (87.8 —0.3 0,90 42; 5.0 183) 4 52,0) 0,0 1,00 3,00 3,0 
91 7 69,0 —01 092 6,7 7.6 186 5 454 00 0,634.00 6,3 
9la | 4 (37.5 0,0 0,90 3,0) 33 187 4 361 0.0 0,893.20 3,6 
92 5 |31,7 0,0 0,89 38; 43 199 6 566 0,0 0,432.80 4,4 
94 7 53,0 00 1,10 48 4,4 192 4 50.0 0,0 0.632,74 43 
101 6 400-01 110 53) 49 193 4 390 0.0 0632.25 36 
107 7 (48,5 -0,2 0,87 4.7 56 195 4 539-03 0,903.54 4,3 
108 7 |81,0 03 |1,00 6,8) 6,5 196 4 480 —0,2 0,25 3,00 12,8 
109 4 (34,0: 0,2 |1,46:10,7| 7,2 200 5 40.0 0,0 0632.80 4,4 
110 3 |22,.0'\— 0,7 |1,02) 7,3) 7,8 2099 5 47.0 —0,2 9.75340 4,8 
112 5 |32.0:\—0.2 |0.87| 2.8) 35 913 «5 5538.0 —0.4 0,803,690 5,0 
114 6 41,0 —04 1,04 31, 3.4 214 | 6 |47,3'—0,2 0,871/3,00 3,7 
121 5 85,0 0.0 O89 3,0 33 215 4 '40,7 —0,4 063290 5,2 
122 6 (34.6 —01 094 45 4.9 219 3 |454'-—0,2 0603,380 58 
124 5 |34,5 —0,3 |0,78' 3,8; 53 226 «= «66 40.5 —0,2 0,752,838 4,0 
130 4 400 00 063 45> 71 227 | 6 '488 —0,2 0,75 3,33! 4,7 
131 7 (89,0 —0,2 094 40 4,5 228 6 34,2:'—-04 0,914.33 52 
133 5 |25,0, 0,2 '0,75 2,6; 3,2 229 4 585 —0,1 1,003,75 3,9 
139 4 55,0 0, 0.94 5,7 6,0 Sai 4 540 0,2 0403,30 7,8 
148 4 313 O01 083 4.0 4,7 233 55 44,0 —0,2 0,663,900 4,9 
150 5 24,7 -0,2 0,98 49, 52 241 4 53,0;-—0,2 0,753.50 4,9 
156 6 31.7 0.0 092 45 49 244 4 645 0,0 0,81 5,00 62 
157 7 |35.2 —0,1 0,93 5,5) 6,0 246 4 440 0,0 9,772.74 3.6 
159 6 286 00 1.30 50 38 251 4 500 02 0.03.00 4.7 
161 6 79.0 —01 083 38 4,7 252a 7 48,0 0,050.97 3,71 3,7 
164 6 133.3; 0,0 |0,77; 3,3) 4,7 254 5 576 00 0,703.00 4,3 
167 5 485 02 0,75 36: 4,5 261 5 50,0 —0,2 0,534,000 7,9 
Dureh- 53 392 —0.07 0,93 4.6 5,0 | Purch 4.7 48.1 —0,11.0,73 3.4 5,0 
schnitt schnitt 
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Tabelle If. Urin vom gesunden  Tabelle III. Blut vom gesunden 




















Menschen. Kaninchen. 

I I Il IV y ) Se Vil I II ; Il IV y VI Vil 
Proto- | Proto- 

koll = Min. | % | My u Mf koll |Min.| % 9 My e | Ms em 
Nr. } M Nr. re 

| 

U 82 5 262-02 0,7534 48 K 41 | 8 (50,2) 0,0 1,41/85 6,0 
U 83 5 316-02 05438 74 K 49 5 /39,3\-05 09248 58 
U152 4 [852-06 0,784,7 68 K 50 4 354) 0,0 0.7742 54 
U153 4 20,0—0,4 0,753,0 45 K 51 12 |720\-04 11,0083 8,7 
U201 4 47,0, 0,1 08338 45 K 52 |10 39,3) 0,0 0,643,5 55 
U202 4 (57,7 0,0 06338 60 K 54 6 53,5) 0,6 1,0050 4,4 
U204 3 [454-01 0,705,3 49 K 56a! 5 (23,2|-0,2 060132 5,7 
U205 3 650-04 0,755,0 7.2 K 57. 7 59,2\-0,7 10,7868 9.6 
U309 7 44,2—0,2 0,753,383) 4,7 K 66 7 80,5\-0,2 0,603.5 6,2 
U310 |8 61,0-—0,3 0,75'5,1) 7,2 K 68a 5 42,0] 0,0 04526 58 
U3i7 5 382 04 04936 65 K 86 6 62,9\-0,2 08765 7,7 
U318 5 485, 0,1 0.7038) 53 K 87 9 (49,5) 0,2 06069 11,1 
U320 5 (423 0,0 08644 5,1 K 88 9 34,3/-0,3 0,7838 5,3 
U321 4 51,9 0,0 06338) 60 K 89 | 7 87,0] 0,0 0,453,7) 82 
U 823 6 (47,7-0,2 0,873,5 42 K222 5 |594| 02 12044) 3,5 
U 324 5 85,5 0,0 0,65'7,2! 11,0 K223 | 6 33,2/-03 06428! 4,8 
U326 6 480-01 0,704,383 63 K224 5 73,1/-0,4 04944, 98 
U327 6 (|36,5 0,2 06025 38 K225 5 34,2/-06 0,493.4) 82 
U328 7 |75,0\-0,3 0,64/6,5| 10,3 K305 5 |45,5) 0,0 0,773.2 4,1 
U331 5 65,0 0,1 0,835,2 61 K307 5 67,5) 0,2 0.75146 59 
U334 4 40,5 0,0 06338) 60 K308 5 630\—-02 0,754.8 6,7 
U335 4 41,0 0,1 08335 41 K389 5 87,0) 0,2 08734) 3,7 
U 336 4 (|79,0\-0,3 0,784,7, 64 K394 7 480) 0,4 1,005.4 5,0 
U 3387 8 56,0 0,2 06035 5,5 K404 6 560! 0,0 06338 6,0 
U3388 7 (|50,0 0,2 07434 43 K409 6 444] 0,0 06333 53 
U365 5 |43,.0 0,0 08936 4,0 K472 5 41,6/-0,1 0,7030 44 
U373 7 (51,7-04 0,504.1 90 K503 7 [52,1|-0,2 0,875.0, 5,7 
U 374 6 (872-03 0462.7 65 K505 4 360) 00 0.7732 4,1 
U378a 7 53,2 0,0 0,573,383 5,7 K514 | 5 36,3\-0,2 0,603.2) 5,7 
U388s |5 538 0,0 106356 89 K641%6 400 0,0 06350 7,9 
schnit 953 49,2 -0,080,69 4,1 6,1 RUN: 6.2482 -0,090,76.4,5 6,2 


. Mittelwert der Differenzen der StoBzahlen waihrend der Uberhéhungs- 
I zeit. Nach einem in der Wahrscheinlichkeitstheorie allgemeinen Ge- 
brauch ist das Versuchsergebnis auf eine besondere Ursache und nicht 
auf einen Zufall zuriickzufiihren, wenn (siehe Rubrik VII) 


M,—-M,_ 
> 
a 


Dieser Wert ist in allen Versuchen erreicht, in vielen sogar wesentlich 
iiberschritten worden. 


die mittlere quadratische Abweichung (Streuung) der Differenzen der 
StoBzahlen au®erhalb der Uberhéhungszeit, M, (Rubrik VI) ist der 











Sto 


Dit 


Sto! 


— a ae ee 








Mitogenetische Strahlung mit Hilfe d. physikal. Differenzverfahrens. 101 


Das rechnerische Vorgehen zur Aufstellung der Tabellen sei an einem 
Beispiel erliutert. Im Protokoll 252a wurden notiert: 





StoBzahlen | 


Ditterenzen | 
der -100 1-1010-10) 6 8 88 4 5 2|1-2 210 0-111- 
Stobzahlen 








Uberhéhungszeit nach 
Beschickung 

von Rohr I mit Blut u. 

" » HR = Waar 


Vorperiode Nachperiode 


vonRohr Ij} 5 8610 5 88758 1210129121411 9121288108 98 
» » Ut 6869687768 6 796 8 9 98 141078109 87 





Die Summe der Differenzen auBerhalb der Uberhéhungszeit ist 1, die 
Anzahl dieser Differenzen 20, demnach ist die durchschnittliche Differenz 
bei Leerlauf: 


der Mittelwert WZ, = = 0,05. 


20 
Die Abweichungen der einzelnen Differenzen von ihrem Mittelwert 7, 
sind: 
-~ 1,05, - 0,05, -0,05, 0,95, - 1,05, -0,05, 0,95, - 0,05, - 1,05, - 0,05; 
0,95, — 2,05, - 1,95, 0,95, - 0,05, -— 0,05, - 1,05, 0,95, 0,95, -— 1,05. 
Die Quadrate dieser Abweichungen betragen: 
1,1025, 0,0025, 0,0025, 0,9025, 1,1025, 0.0025, 0,9025, 0,0025, 1,1025, 0,0025, 
0,9025, 4,2025, 3,8025, 0,9025, 0,0025, 0,0025, 1,1025, 0,9025, 0,9025, 1,1025. 


Die Summe dieser Quadrate ist . . . . . 18,9500 
ihr Durehschnitt ist . . . ..... . =. = 0,9475 
die Wurzel daraus. .......... £0,972* 


Dieser Wert ist die mittlere quadratische Abweichung der Differenzen 
auBerhalb der Uberhéhungszeit von ihrem Mittelwert, sie wird mit « be- 
zeichnet. 

Die Differenzen der StoBzahlen waihrend der Uberhéhungszeit sind: 

F : . . 26 
6, 3, 3, 3, 4, 5, 2. Ihre Summe ist 26, ihr Durchschnittsmittelwert 1, = 
= 3,71. 
= Sl oe ; sats ae 

Der Wert ist demnach in unserem Beispiel = 3,77. 

* Die Ermittlung des Wertes von « kann durch Benutzung folgender 
mathematisch beweisbarer Berechnung wesentlich einfacher  gestaltet 
werden: Bezeichnet man die mittlere quadratische Abweichung der Diffe- 
renzen bei Leerlauf von Null mit ,, so ist das gesuchte « gegeben durch die 


Beziehung: « = } 4? —- M,?. 
In unserem Beispiel ist: 





‘ jf 1+04+0+1+1+0+1+40+41 9) . 09 
ais l+1+¢4+4414040 41414141)"" 
= as = 0,95. 
20 
M,? = 0,05? = 0,0025; also ist 
2 = 0,95 — 0,0025 = 0,9475 und 


n == 0,972 
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Es hat sich also immer wieder der gleiche Effekt gezeigt: Die 
StoBzahlen des mit einem mitogenetischen Strahler beschickten Rohres 
iiberstiegen eine Zeitlang die des anderen. Dabei war es iibrigens gleich- 
giiltig, welches der beiden Rohre der Wirkung des Strahlers ausgesetzt 
wurde und welches als Kontrolle diente. Wir haben oftmals die Rohre 
ihre Rolle tauschen lassen. 

Dariiber, daB der beobachtete Effekt auf eine Strahlung zuriick- 
zufiihren ist, kann unseres Erachtens kein Zweifel sein: Wir arbeiten 
mit Zaihlrohren, die speziell dem Strahlennachweis im UV-Bereich, dem 
die mitogenetischen Strahlen angehéren, dienen und die auf Belichtung 
mit einer kiinstlichen UV- Quelle ebenso reagieren wie bei der Heran- 
fiihrung eines mitogenetischen Strahlers. Irgendwelche gasférmige 
Emanation des biologischen Materials kommt als Ursache der Aus- 
schlage nicht in Frage, da die Zahlrohre hermetisch verschlossen sind. 
Etwaige kapazitive Einfliisse beim Heranbringen des Strahlers lassen 
sich ausschlieBen, denn man erhalt keinen Effekt, wenn man das Rohr 
mit anderen Fliissigkeiten, z. B. mit Wasser oder mit ,,vergiftetem* 
Blut oder dem Blut gewisser Kranker, vor allem Krebskranker, be- 
schickt. Es kann nicht gut angenommen werden, daB kapazitive Ein- 
fliisse gerade dann nicht zur Geltung kommen, wenn in dem Blute 
gewisse biologische Verainderungen vor sich gegangen sind. Wohl 
aber ist es plausibel, daB durch solche Veranderungen der Chemismus 
gestért wird, der der Produktion einer Strahlung zugrunde liegt. 

Dem Verhalten des Blutes bei Krankheiten soll eine spitere Ver- 
éffentlichung dienen; hier seien nur die Kurven von Versuchen wieder- 
gegeben, in denen das Auftreten eines Strahlungseffektes durch Zugabe 
von KCN (n/5000) verhindert wurde. 

30 
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Umgekehrt konnten wir bei Verwendung fliissiger Oxydations- 
modelle — Permanganat + Oxalsiure — den Zeitpunkt der Strahlung 
willkiirlich festsetzen und auch damit wiederum den Nachweis fiihren, 
daB die bloBe Beschickung des Rohres mit Fliissigkeit wirkungslos ist. 
Wurde die Permanganatlésung auf das Quarzfenster gebracht, so zeigte 
sich kein Ausschlag. Erst als nun noch einige Tropfen Oxalsaure hinzu- 
gefiigt wurden und eine, auch am Farbwechsel sichtbare Oxydation 
eintrat, machte sich ein Ausschlag bemerkbar. 

Wir erblicken den Vorteil unseres Verfahrens darin, da wir von 
den Schwankungen der kosmischen Strahlung weitgehend unabhangig 
geworden sind und der Effekt der mitogenetischen Strahlung deutlicher 
und sicherer in Erscheinung tritt, als wir es je bei der Verwendung nur 
eines Zahlrohres erreichen konnten. 

Wie die Leerkurven zeigten, kommen starke miniitliche Anderungen 
der kosmisch bedingten SpontanstoBzahlen vor. Wird nur ein Rohr 
benutzt, so kann ein Effekt vorgetaéuscht werden, wenn nach der Be- 
schickung des Rohres mit nichtstrahlender Materie zufallig, ohne ursiach- 
lichen Zusammenhang, eine Vermehrung der SpontanstéBe eintritt ; 
und es kann ein Effekt verdeckt werden, wenn auf die Beschickung mit 
einem aktiven Strahler zufallig gerade eine Verminderung der Spontan- 
st6Be folgt und als Resultante von Erhéhung durch die mitogenetische 
und Erniedrigung durch die kosmische Strahlung die Kurve etwa in 
gleicher Weise weiterlauft wie vorher. Solche Vorkommnisse sind bei 
unserem Verfahren ausgeschlossen, denn beide Rohre machen die 
Schwankungen der SpontanstoBzahlen in gleicher Weise mit, und ihre 
Kurven weichen erst dann auseinander, wenn zu der kosmischen Be- 
einflussung die mitogenetische hinzutritt. 

Am Schlu8 dieser Veréffentlichung méchten wir nicht verfehlen, 
Herrn Prof. Lorenz von der Technischen Hochschule fiir seine wertvollen 
Ratschlage bei der mathematischen Bearbeitung unserer Versuche unseren 
warmsten Dank auszusprechen. 








Ein neues Verfahren 


Von 
Werner W. Siebert und Heinz Seffert. 
{Aus der II. inneren Abteilung des stadt. Robert Koch-Krankenhauses 
Berlin (Moabit).] 
(Eingegangen am 17. Juli 1936.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In der biologischen Methodik zum Nachweis mitogenetische1 
Strahlung fehlt es bisher an einem Verfahren, das neben Einfachheit, 
Handlichkeit und Anwendbarkeit fiir Reihenversuche noch die Eigen- 
schaft besitzt, den Ablauf und die GréBe der Ausschlige wahrend der 
ganzen Versuchsdauer makroskopisch, beliebig vielen Beobachtern 
sichtbar, anzuzeigen. Wir glauben, daB das von uns ausgearbeitete 
Verfahren diese Bedingungen erfiillt und geben es im folgenden bekannt. 


Prinzip. 

Das von einer fliissigen Hefekultur gebildete Gas bewirkt in einer 
MeBréhre das Abfallen einer bis zu einer Nullmarke hochgezogenen 
Flissigkeitssaule. Gleiche Mengen fliissiger Hefekulturen liefern in 
gleichen Zeiten gleiche Gasmengen. Diese Ubereinstimmung ist an einer 
Reihe nebeneinanderliegender MeBréhren ablesbar. Wird eine der 
Hefemengen bestrahlt, so tritt eine St6rung des sonst kontinuierlichen 
; Ablaufs der Gasbildung ein, der sich in einem Zuriickbleiben hinter 
| den Kontrollen oder in einem Vorlauf aiuBert. Der Unterschied der 
. Valumina la8t sich durch Vergleich des Standes der Sperrfliissigkeit 

in den Réhren wahrend des ganzen Versuchsablaufs mit bloBem Auge 
: feststellen. 
Apparatur. 
Sechs Kapillarréhren (Thermometerkapillaren) von 1 mm lichter Weite, 
deren Gleichheit durch Voruntersuchung festgestellt wurde, liegen in zwei 
Gruppen von je drei auf einer um 40° geneigten Skala parallel nebeneinander 
(s. Abb. 1 und 2). Jedes Rohr miindet oben in ein kapillares T-Stiick, dessen 
senkrecht abwarts gerichteter Schenkel ein GasentwicklungsgefaB, durch 
Gummiverschlu8 verbunden, tragt. Der andere Schenkel schlieBt iiber 
einen Sperrhahn an ein Kommunikationsstiick an; durch dieses lassen sich 
die drei Réhren einer Gruppe untereinander und auBerdem mit der AuBen- 
luft verbinden. Unten tauchen die Réhren in ein fiir je drei gemeinsames 
GefiB, das die Sperrfliissigkeit —- mit Methylrot gefarbtes angesauertes 
Wasser oder mit Neutralrot gefairbtes Glycerin —- enthalt. Die Gasent- 
wicklungsgefaBe sind einander vollig gleich, es sind kleine Glaszylinder mit 


einem diinnen Quarzboden. Dicht unter sie kann auf ein Gestell je ein 





fiir den biologischen Nachweis der mitogenetischen Strahlung. 
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Glasnapfchen gesetzt werden, das der Aufnahme des Strahlers oder von 
Wasser als Kontrollfliissigkeit dient. Zu je einem Versuch gehéren die drei 
GasentwicklungsgefaBe und Roéhren einer Gruppe zusammen. 

Das Ganze ist in einem Thermostaten untergebracht, dessen schrages 
Glasdach eine fortlaufende Beobachtung der Réhren erméglicht. Die Tem- 





Abb. 1. Schema der gasometrischen Vorrichtung. 
1 Mebkapillare. 2 Kommunikationsstiick. 3 Sperrhahn. 4 Gummimuffe. 5 Gasentwicklungs- 
gefii mit 6 Quarzboden. 7 Sperrfliissigkeit. 


peratur wird elektroautomatisch auf 24° konstant gehalten. Die Sperrhaihne 
lassen sich von auBen durch Drehknépfe im Glasdach bedienen. Durch 
seitliche Offnungen fiihrt rechts und links je ein diinner Gummischlauch 
von den Kommunikationsstiicken aus 
dem Thermostaten heraus. Die Hinter- 
wand des Thermostaten ist heraus- 
ziehbar. Von hier aus werden die Gas- 
entwicklungsgefaBe und die unter sie 
zu stellenden Glasnapfchen eingesetzt. 


Ausfiihrung eines Versuchs. 

Von Chablishefe, die auf 6°, 
Bierwiirzeagar 10 Tage lang bei 
Zimmertemperatur geziichtet war, 
wird eine Ose in etwa 2ccm Bier- 
wirze (ungehopfte Vorderwiirze von 
18°, Balling) unter Verreiben an 
der Glaswand eingetragen. Nach 
etwa 40stiindigem Stehen im Brut- 
schrank von 24° ist diese Hefe ver- 
goren, d.h. es besteht keine Perlung 
mehr, jedoch sind die Zellen noch 
nicht véllig sedimentiert. Die Probe 
wird nun kraftig geschiittelt und 
in halb so viele Portionen eingeteilt 





wie Versuche beabsichtigt sind. Nur Abb. 2. Die Apparatur (Ubersicht). 


7* 








106 W.W. Siebert u. H. Seffert: 


eine dieser Portionen wird anschlieBend weiter verarbeitet, die anderen 
werden einstweilen in den Brutschrank zuriickgestellt. Sie kommen 
nacheinander an die Reihe, sobald jeweils zwei nebeneinanderlaufende 
Versuche mit der vorangehenden Portion beendet sind. Eine fiir den 
Versuchsausfall maBgebliche Anderung tritt in den zuriickgestellten 
Portionen innerhalb der ersten 8 Stunden nach dem Abgaren der Hefe 
nicht ein. 

Die fiir den Versuch bestimmte Portion wird mit anderthalb Teilen 
Bierwirze von 24° gut vermengt und 15 Minuten lang in den Brutschrank 
gebracht. Es ist darauf zu achten, daB bei allen folgenden Manipula- 
tionen die Hefe nicht von grellem Licht beschienen wird. Nach kraftigem 
Umschiitteln werden von der Suspension in jedes Gasentwicklungs- 
gefaB O,l cem pipettiert. Die GefaBe werden entweder sogleich oder, 
falls der Versuch es erfordert, nach fraktionierter Bestrahlung der Hefe 
an den Apparat angeschlossen. 

Im ersten Falle werden die Napfchen mit dem Strahler bzw. der 
Kontrollfliissigkeit im Thermostaten unter die Gasentwicklungsgefaibe 
gesetzt. Im Falle der Fraktionierung wird die Hefe in den Gas- 
entwicklungsgefaBen auBerhalb des Thermostaten bestrahlt. Hierbei 
halt ein besonderes Gestell die Hefeprobe und den unter ihr stehenden 
Strahler, wahrend eine horizontale Lochscheibe die Unterbrechungen 
in gewunschter Frequenz zustande bringt. Die nicht zu bestrahlenden 
Hefeproben werden hierbei ebenfalls iiber der Lochscheibe angebracht, 
unter sie wird ein GefaB mit Wasser gestellt. Auf diese Weise werden 
fiir alle Hefeproben gleiche Bedingungen hinsichtlich eventueller Ab- 
kithlung durch die rotierende Scheibe geschaffen. 

Der Thermostat darf beim Einsetzen der GefaBe nur so kurz wie 
méglich geéffnet werden. Ist der Apparat beschickt, so zieht man durch 
die Gummischlauche die Sperrflissigkeit in den Réhren bis etwa zur 
Marke —10 hoch. Die Schlaiuche werden hierauf durch Klemmen 
verschlossen. Im Laufe der nachsten 10 Minuten gleicht sich die Tem- 
peratur aller im Thermostaten befindlichen Teile aus. Die Fliissigkeits- 
siulen sinken hierbei um einen kleinen Betrag. Nach Ablauf dieser 
Zeit werden durch leichten Druck auf die abgeklemmt bleibenden 
Schlauche und anschlieBende Drehung der Sperrhahne die Flissigkeits- 
spiegel auf 0 eingestellt. 

Die Gasentwicklung der Hefen verursacht ein stetes Abfallen der 
Sperrfliissigkeit. Ist keine der eingefiillten Hefeproben bestrahlt, so 
geht der Abfall in den zusammengehdérigen drei Réhren gleich schnell 
vor sich, vorausgesetzt, daB gleichmaBig pipettiert worden war. In 
unseren zahlreichen ohne Bestrahlung durchgefiihrten Vorversuchen 
zeigte sich immer wieder, daB die Werte nach 1 Stunde um héchstens 
einen Skalenteil voneinander abwichen. 
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Werden in den ersten 5 Minuten nach der Einstellung auf 0, d. h. 
also etwa '), Stunde nach Zugabe der Bierwiirze zu der abgegorenen 
Hefeprobe, mindestens 8cmm Gas gebildet, so ist die Hefe fiir die 
mitogenetische Strahlung, insbesondere die des Blutes, ausreichend 
empfindlich. 

In den eigentlichen Hauptversuchen wird je eine der drei Hefe- 
proben bestrahlt, die dazugehérigen beiden anderen dienen als Kon- 
trollen. Soll kontinuierlich bestrahlt werden, so bringen wir die 
GefaBe mit dem Strahler bzw. den Kontrollfliissigkeiten erst 5 bis 
10 Minuten nach der Einstellung auf 0 unter die Hefen, so daB wir 
uns tiberzeugen kénnen, daB in den drei Réhren die Gasentwicklung 
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Abb. 3. 5 Beispiele fiir die Kinwirkung mitogenetischer Strahlen auf den Verlauf der Gas- 
entwicklung einer Hefesuspension. 
—— Ditferenz der Werte der Kontrollhefen voneinander. 
---- Differeuz des Wertes der bestrahiten Hefe vom Mittelwert der Kontrollhefen. 


gleich ist. Bei fraktionierter Bestrahlung (s. vorher) fallt diese Leer- 
laufvorperiode weg. 

Die durch die Strahlung hervorgerufene Stérung der Gasentwicklung 
kann sich zeigen entweder in einer Beschleunigung oder Verzégerung; 
mitunter treten diese Vorginge nacheinander auf. In welcher dieser 
Arten der Effekt sich zeigt, ist in erster Linie abhaingig vom Zustand 
der Hefe. Variationen von Menge, Vorbereitungszeit, Temperatur usw. 
brachten die verschiedensten Kurven fiir die Gasentwicklung hervor, 
stets aber zeigte sich ein deutliches Abweichen vom Verhalten der 
unbestrahlten Kontrollhefen (s. Abb. 3). 

Wird die Hefe jedesmal in gleicher Weise vorbehandelt, so erhalt 
man bei Verwendung der gleichen Strahlenquelle stets den gleichen 
Kurventyp. Bei unserer vorher geschilderten Vorbereitungsart, die 
wir fiir den gréBten Teil unserer Versuche anwandten, machte sich der 
von einer kontinuierlichen Bestrahlung mit gesundem Blut (Flieb- 
papierverfahren) hervorgebrachte Effekt in einer Verzégerung der Gas- 
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bildung, entsprechend dem Kurventypus II bemerkbar. Abweichungen 
von diesem Typus bei gleicher Hefevorbehandlung kamen durch Ver- 
anderungen der Starke oder der Darreichungsweise des Strahlenreizes 
zustande. Beispielsweise erhielten wir bei fraktionierter Bestrahlung 
mit dem gleichen Blut eine Beschleunigung, entsprechend dem Kurven- 
tvpusI. DaB die beobachteten Effekte auf die mitogenetische Be- 
strahlung zuriickzufiihren sind, ergibt sich aus der ganzen Versuchs- 
anordnung. Weder kommen etwaige gasf6rmige Emanationen, noch 
Verschiedenheiten der Temperatur in den GasentwicklungsgefaBen, 
noch irgendwelche anderen Einfliisse ursachlich in Frage. AuBerdem 
tritt der Effekt nur dann ein, wenn der Boden der Gasentwicklungs- 
gefiBe aus Quarz besteht: bei Ersatz des Quarzbodens durch Glas 
bleibt die Wirkung aus. 

Die Zahl unserer bisherigen mit dieser Methode vorgenommenen 
Versuche belauft sich auf etwa 500. Ihre Ergebnisse sind gleichsinnig 
denen, die wir mit der vorangehend beschriebenen physikalischen 
Methode erhalten haben. Die intensive Strahlung gesunden Blutes und 
anderer bekannter mitogenetischer Strahler wurde mit ihr beliebig oft 
nachgewiesen. 
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Blutgruppen und Blutstrahlung. 
Von 
Werner W. Siebert und Heinz Seffert. 
{Aus der II. inneren Abteilung des stadt. Robert Koch-Krankenhauses 
in Berlin (Moabit).| 
(Eingegangen am 17. Juli 1956.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Das Blut gesunder und kraftiger Menschen hat im allgemeinen die 
Kigenschaft, mitogenetische Strahlen auszusenden. Unter gewissen 
physiologischen und pathologischen Bedingungen geht diese Fahigkeit 
verloren, so bei Ermiidung und im Greisenalter, ferner bei verschiedenen 
Krankheiten, unter anderem beim Krebs. Die Griinde fiir dieses Ver- 
siegen sind wahrscheinlich verschiedener Natur. 

Bei ihrer Untersuchung stieBen wir auf eine bisher unbekannte 
Eigenschaft des normalen Blutes: Wird kraftig strahlendes Blut zweier 
gesunder Personen in vitro zu gleichen Teilen gemischt, so bleibt die 
Strahlung nur dann erhalten, wenn die Mischung eine ganz bestimmte 
Kombination von Blutgruppen darstellt. Im anderen Falle erlischt sie. 

Im einzelnen sind die Verhaltnisse folgendermaen: 

1. bei Mischung zweier Blutproben verschiedener Normalpersonen 
gleicher Blutgruppe bleibt die Strahlung bestehen. 

2. Bei Mischung von Normalblut der Gruppe A mit Normalblut 
der Gruppe B wird die Strahlung geléscht. 

3. Bei Mischung von Normalblut der Gruppe O mit Normalblut 
einer anderen Gruppe bleibt die Strahlung bestehen. 

4. Bei Mischung von Normalblut der Gruppe A B mit Normalblut 
einer anderen Gruppe bleibt die Strahlung bestehen. 

Verwendet wurde Blut, das in der bekannten Weise auf FlieSpapier 
aufgefangen und spatestens 8 Stunden nach dem Eintrocknen mit destilliertem 
Wasser 1 Minute lang aufgelést worden war. Erst nachdem wir festgestellt 
hatten, daB jede derartige Blutauflésung fiir sich kraftig strahlt, stellten 
wir die Mischungen her, indem wir von je zwei Blutsorten genau gleichgroBe 
FlieBpapierstiicke in feine Schnitzel zerkleinerten und zusammen im selben 
GefaB mit destilliertem Wasser auslaugten. 

Fiir den Strahlennachweis dienten uns beide vorangehend be- 
schriebenen Verfahren, das physikalische und das biologische. Beide 
lieferten gleichsinnige Ergebnisse. Sie sind in Tabellenform am SchluB 
der Arbeit wiedergegeben. 
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Die GesetzmaBigkeiten, welche in den Versuchen zutage treten, 
werden plausibel angesichts der Beziehungen, die zwischen den Blut- 
zellen und dem Serum der Blutgruppen bestehen. 

Bekanntlich werden die Erythrocyten der Gruppe A agglutiniert 
durch Serum der Gruppen B und O; das Serum der Gruppe A agglu- 
tiniert die Erythrocyten von Bund AB. Die Erythrocyten von B werden 
agglutiniert durch Serum von A und O; das Serum von B agglutiniert 
die Erythrocyten von A und AB. Die Erythrocyten von O werden von 
dem Serum keiner Gruppe agglutiniert; das Serum von O agglutiniert 
die Erythrocyten aller iibrigen Gruppen. Die Erythrocyten von AB 
werden durch das Serum aller iibrigen Gruppen agglutiniert ; das Serum 
von AB agglutiniert die Erythrocyten keiner Gruppe. 

Nun haben wir es zwar in unseren Versuchen nicht mit Reaktionen 
zwischen Serum und intakten Blutzellen zu tun, denn bei der Préparation 
nach dem FlieBpapierverfahren wird die Struktur der Erythrocyten 
zerstort. Aber es geht offenbar ihr bei der Gruppenreaktion wirksames 
Prinzip gelést in das destillierte Wasser iiber, ebenso wie das wirksame 
Prinzip des Serums, so daB, auch ohne Erhaltung der Zellstruktur, bei 
der Mischung der verschiedenen Blutauflésungen Reaktionen statt- 
finden, die den Blutgruppenreaktionen analog sind. 

Wenn wir zur besseren Veranschaulichung die Verhiltnisse bei der 
Mischung einer Auflésung aus A-Blut mit einer Auflésung aus B-Blut 
nach Art einer Formel aufzeichnen, so ergibt sich: 


ANC, 


d.h. es kommt zu Reaktionen zwischen den Serumbestandteilen (S) 
der Gruppe A mit den gelésten Zellbestandteilen (C) der Gruppe B und 
zwischen den Serumbestandteilen (S) der Gruppe B mit den gelésten 
Zellbestandteilen (C) der Gruppe A. Diese Reaktionen bewirken ein 
Erléschen der Strahlung. 
Fiir die Mischung der Gruppe A oder B oder AB mit O ergibt sich: 
C c Cc co C Cc 
AN O BS O AB 0, 
Ss Ss Ss Ss SN Ss 
d. h. es kommt nur eine Reaktion zwischen den Serumbestandteilen (S) 
der Gruppe O und den gelésten Zellbestandteilen (C) der Gruppe A 
oder B oder AB zustande. Serum (S) von A oder B oder AB und Zell- 
bestandteile (C) von O treten miteinander nicht in Reaktion, ent- 
sprechend der Tatsache, da auch die intakten Erythrocyten der 
Gruppe O von keinem Serum agglutiniert werden. Strahlungsquellen 
sind beim FlieBpapierblut allein die Bestandteile, die aus den Zeilen 
stammen. Eine Strahlung des, analog der Behandlung des Gesamtblutes, 
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auf FlieBpapier getrockneten und nachher aufgelésten Serums haben 
wir nicht feststellen kinnen. Wenn also bei der Mischung von A oder B 
oder AB mit O die Strahlung erhalten bleibt, so ist dies offenbar 
darauf zurickzufiihren, daB die gelésten Zellbestandteile von O nicht 
durch die Serumbestandteile von A oder B oder AB angegriffen 
werden kénnen und ungehindert strahlen, wahrend die zellularen 
Bestandteile von A oder B oder AB infolge Beeinflussung durch das 
Serum von O ihr Strahlungsvermégen einbiiBen. 

Fiir die Mischung von A oder B mit AB gelten die Formeln: 

ry C ¢ c 

AC AB B CAB. 
Ss Ss Ss Ss 

Hier bleiben die cellularen Bestandteile von A oder B frei und 
strahlungsfahig, wahrend die von AB durch das Serum von A oder B 
angegriffen und ihres Strahlungsvermégens beraubt werden. 


SchlieBlich ist es verstandlich, daB bei Mischung gleicher Gruppen 
die Strahlung bestehen bleibt, denn hierbei treten keinerlei Reaktionen 
zwischen Erythrocyten und Serumbestandteilen ein. 


Welcher Natur die bei den Reaktionen sich abspielenden Prozesse 
sind, ist noch nicht naher bekannt. Zumindest darf man aber wohl 
behaupten, dafB die hier beschriebenen Vorgange anderer Art sind als die 
bereits bekannten — in ihrer Natur allerdings auch noch nicht endgiiltig 
erforschten Ausléschungen der Strahlung normalen Blutes durch 
Zugabe nichtstrahlenden Blutes von Krebstragern oder anderen Schwer- 
kranken. Der Unterschied geht unter anderem schon daraus hervor, 
daB die Léschungen durch nichtstrahlendes Patientenblut auch dann 
eintreten, wenn beide Blutproben der gleichen Gruppe angehéren oder 
wenn es sich um eine Mischung mit einer O-Gruppe handelt. 

Am Schlu8 dieser Mitteilung seien zwei Beispiele von Blut- 
mischungen und eine tabellarische Uebersicht iiber samtliche Ver- 
suche gebracht. 
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Abb. 1. 
Zwei Beispiele von Mischungen zweier Blutgruppen (physikalischer Strahlennachweis). 
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Nachweis von Brenztraubensaure im Urin. 


Von 
A. Pi Suner und M. Farran. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Barcelona.) 


(Eingegangen am 1. Juli 1936.) 


Seit unserer Mitteilung (1), in der die Anwesenheit von Methyl- 
glyoxal in einigen Urinen gezeigt wurde, ist das Vorhandensein desselben 
im Blut und Urin, besonders bei B-Avitaminose, mehrfach bestitigt 
worden (2). In jener Arbeit haben wir angegeben, daB sich in einigen 
Harnen auch Brenztraubensaure findet. Inzwischen ist es uns gelungen, 
die Harnbrenztraubensaure zu isolieren und zu identifizieren [vgl. (3)]. 


Es soll in diesem Zusammenhang auf die Untersuchungen von Peters 
und Sinclair (4) hingewiesen werden, die bewiesen, da Schnitte vom 
Hirn B,-avitaminotischer Tauben in Ringer-Lactatlésung in vitro Brenz- 
traubensiure entwickeln; ferner haben Peters und Thompson (5) gezeigt, 
daB die Brenztraubenséure ein normales Stoffwechselprodukt des Gehirn- 
gewebes ist, das sich bei B,-Avitaminose anhauft. Peters, Rydin und Thomp- 
son (6) haben den EinfluB gewisser Gifte auf das Auftreten der Brenztrauben- 
siure im Gehirngewebe der avitaminotischen Taube und die Einwirkung des 
Vitamin B, studiert; die Untersuchungen von Elliot und Schroeder (7) be- 
weisen die Bildung und Zerst6rung der Brenztraubensaure im Stoffwechsel 
der Carcinomzelle nach einem Schema, das dem von Toenniessen und Brink- 
mann (8) im Muskel entspricht; Elliot, Benoy und Baker (9) haben den 
Stoffwechsel der Brenztraubenséure in den genannten neoplastischen Ge- 
weben und in der Niere studiert; Thompson und Johnson (10) haben ihre 
Anwesenheit im B,-avitaminotischen Blut von Tauben und Ratten fest- 
gestellt, und schlieBlich ist es Johnson (11) gelungen, die Brenztraubenséure 
im Blute avitaminéser Tauben zu isolieren. 


Zur Isolierung der Brenztraubensiure verwendeten wir menschliche 
Harne von kompensierten Diabetikern ; die Harne waren frei von Glucose 
und Ketonkérpern. Die Isolierung erfolgte in Anlehnung an die Angaben 
von Newberg und Kobel (12) in folgender Weise: 


Ansauerung des Harns mit HCl bis zu 1% HCl. Fallung durch 1 cem 
der salzsauren Dinitrophenylhydrazinlésung auf 10cem Harn. Man 1aBt 
wahrend 24 Stunden bei Laboratoriumstemperatur stehen, saugt iiber ein 
Papierfilter ab, wascht dreimal mit warmer 2n Salzsaiure und zweimal mit 
kaltern Wasser. Den Niederschlag zusammen mit dem Papier laugt man 
3 Stunden mit Toluol aus und filtriert. 


Die Toluollésung wird in einem Scheidetrichter mit gesattigter Soda- 
lésung, die in Anteilen zugefiigt wird, wiederholt extrahiert, bis die Car- 
bonatlésung sich nicht mehr braun farbt. Die vereinigten Losungen werden 
mit konzentrierter HCl neutralisiert, wobei das noch unreine Hydrazon 
der Brenztraubenséure als pulveriger gelblicher Niederschlag ausfallt. 


Fliissigkeit und Niederschlag werden in einem Scheidetrichter mit 
Essigester ausgeschiittelt, bis die wasserige Lésung farblos ist. Die Lésung 
Biochemische Zeitschrift Band 287. 8 
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des Hydrazons in Essigester wird im Vakuum bei 20° abdestilliert und der 
Riickstand in Petrolither gelést und filtriert. Der Petrolather wird im 
Vakuum abgedampft, der Riickstand neuerdings in gesittigter Sodalésung 
aufgelést und die entstehende Lésung mit konzentrierter Salzsaéure gefiallt. 
Extraktion mit Essigester, Abdampfen, Wiederauflésen mit Petrolither 
und Verdampfung im Vakuum werden nochmals wiederholt. 

Nach abermaliger Behandlung mit einer Natriumcarbonatlésung und 
Fallung mit konzentrierter HCl wird die Lésung mit Essigester ausge- 
schiittelt und die Essigesterlésung zwei- bis dreimal mit warmem, destillier- 
tem Wasser gewaschen. Nach dem Abdampfen der Lésung wird das 
Hydrazon erhalten, das durch wiederholte Umkristallisierungen gereinigt 
werden kann. Es schmilzt bei 216° und gibt mit alkoholischer Kalilauge die 
charakteristische rote Farbung, genau wie das aus reiner Brenztrauben- 
siure erhaltene Dinitrophenylhydrazon. 

Die Analyse ergab 20,86, 20,65, 20,45°%, N (berechnet 20,9 %). 

Uber die physiologische Bedeutung der Anwesenheit des Methy|- 
glyoxals und der Brenztraubensaure im Harn, wie auch des Acetaldehyds 
[Stepp und Feulgen (13)| laBt sich noch nichts Bestimmtes aussagen. 
Es scheint, daB die Anhaufung dieser Substanzen, die sicherlich vom 
Blut herriihren, mit St6rungen im Abbau der Kohlenhydrate zusammen- 
hingt. Es ist notwendig, die Umstande ausfindig zu machen, die zum 
Auftreten dieser Substanzen im Harn fiihren. Wir méchten glauben, 
dafS sie im Stoffwechsel der Kohlenhydrate eine ahnliche Bedeutung 
haben wie die Ketonkérper im Stoffwechsel der Fette. 
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Versuche iiber die Backereihefe-Erzeugung nach dem Zulauf- 
und Liiftungsverfahren. 
Von 
W. Braun und R. Pfundt. 


(Mitteilung aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie in Weihen- 
stephan.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1936.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Die Assimilation der Nihrstoffe 
und die gleichzeitige Hefe- und Alkoholbildung. 


Friihere Versuche hatten uns gelehrt, da es zu einem genauen 
Studium des Hefewachstums, des Zucker-, N- und P,O,-Verbrauchs einer 
PreBhefegérung nur einen Weg gibt. Dieser Weg besteht darin, eine 
Anzahl Garungen so gleichmabig als méglich durchzufiihren, sie zu ver- 
schiedenen Zeitpunkten abzubrechen und die nétigen analytischen 
Untersuchungen vorzunehmen. 


Wir wiahlten fiir diese Studie eine Garung von 9!/, Stunden Gesamt- 
dauer. Wir muBten also zehn Gaérungen durchfiihren: eine von | Stunde, 
eine von 2 Stunden Dauer usf. Eine Schwierigkeit fiir die Versuchsdurch- 
fiihrung bestand in der Beschaffung von gleichmaBiger Stellhefe fiir die 
zehn Versuche. Da eine unserer Stellhefefiihrungen in der Ernte der letzten 
Stufe nur so viel Hefe, abziiglich der fiir die Analysen notwendigen Mengen, 
liefert, als fiir vier Hauptgérungen ausreicht, mute fiir die zehn Haupt- 
stufen dreimal Stellhefe bereitet werden. Es erschien zunachst als auBerst 
st6rend im Hinblick auf die Notwendigkeit fiir alle Versuche méglichst 
gleiche Bedingungen zu schaffen, wozu vor allem eine gleiche Beschaffenheit 
der Stellhefe gehért, daB dieselbe in nicht immer gleicher Ausbeute und von 
etwas verschiedenem N- und P,O,-Gehalt ausfiel. Die erwarteten ungiinstigen 
Kinwirkungen blieben jedoch nahezu véllig aus. Es erwies sich lediglich 
als notwendig, das Verhaltnis zwischen Ammonsulfat- und Ammoniak- 
zulauf (selbstverstandlich bei stets gleichbleibender Menge beider Losungen) 
in den zehn einzelnen Garungen verschieden zu wahlen, um den gewiinschten 
einheitlichen py-Verlauf in allen Garungen zu erzwingen. Auch der Umstand, 
daB die verwendeten Wiirzen in ihrem Melassegehalt etwas differierten, 
erwies sich als unerheblich. 


A. Die Rohstoffe und deren Vorbereitung. 

1. Riibenzuckermelasse: 82,0° Bllg, 51,51 g Invertzucker (nach der 
Inversion) in 100g. 

1,83 g N/100 g, davon gehen 0,07 g bei der angewandien Klarmethode 
in den Trub, 1,76g N in die geklarte Melasse bzw. Wiirze. Von diesen 
1,76 g N waren 0,72 g¢ N von der in den Versuchen verwendeten Hefe D 
assimilierbar. 

8* 
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Kldrung der Melasse. 100g Melasse wurden mit | g Carboraffin, 1 g 
Kieselgur und 2cem 5nH,SO, innig vermischt, mit 300 ccm Leitungs- 
wasser verdiinnt, | Stunde bei 65° C gehalten, anschlieBend wurde kurz zum 
Sieden erhitzt, hei8 durch ein Asbestanschwemmfilter gegeben, das Filter 
mit heiSem Wasser nochmals nachgewaschen. Die blanke Wiirze wurde 
mit den Waschwassern vereinigt, auf 10° Bllg verdiinnt, wobei sich ein py 
von 5,6 einstellte. Die in den Versuchen verwendeten Wiirzen zeigten 
folgende Daten: 





Tabelle I. 
Wiirze fiir die Versuche mit : g Melasse g Invertzucker 
Std. Garzeit mg N/100 cem in 100 eem in 100 cem 
Se ee reer ea 226,8 12,9 6,64 
Ss oh eee 224.0 En eS 
Phe a oc otis atts 225,9 128 | 6,59 


2. Ammonsulfatlésungen und Ammoniakwasser enthielten 2,0g N 
in 100 cem Lésung. 

3. Diammonphosphatlésung: 2,0g N und 5,07g P,O; in 100 ccm 
Lésung. 

4. Stellhefe: Die Stellhefe wurde nach folgendem Verfahren gewonnen: 
Eine mit einer Reinkultur von Hefe D vergorene 10° Blig-Melassewiirze 
diente zum Anstellen einer weiteren 10° Bllg-Wiirze und diese vergorene 
Wiirze zum Vergiren einer dritten. Sodann wurde mit der gesamten ver- 
gorenen 10° Bllg-Wiirze eine 8° Bllg-Wiirze und mit dieser schlieBlich eine 
6° Blig-Wiirze angestellt und je 24 Stunden garen gelassen. Die unter 
schwacher Beliiftung vergorene 4° Bllg-Wiirze, die nachste Stufe, wurde mit 
der vergorenen 6° Bllg-Wiirze angestellt. Die Hefeernte dieser Liiftungs- 
stufe diente als Stellhefe fiir die letzte Stellhefenstufe, die einer Haupt- 
girung, wie sie weiter unten beschrieben ist, weitgehend gleicht. Die Hefe- 
ernte der letzten Stufe wird als Stellhefe fiir die Hauptgarungen verwendet. 

Die gewonnenen Stellhefen sind durch folgende Werte gekennzeichnet : 








Tabelle II. 
Stellhefe fiir die Versuche mit Ausbeute von 25 °/9 *lo N *lo P2Os Ee 
Std. Girzeit Trockenmasse | in Hefe von 25°, Trockenmasse 
1, 2, 8 Std. | 800 ¢ 1,91 0,94 
4, 5, 6, ; | 870,5 ,, 1,85 0,95 
7a, 8Y/2, Ha » 854, 5s 1,06 


Auf eine ausfiihrliche Darstellung der Verhiltnisse bei der Stellhefe- 
fiihrung hoffen wir in einer spateren Arbeit zuriickkommen zu kénnen. 


B. Apparatur. 


Die Versuche wurden in einer von W. Braun entwickelten Apparatur 
durchgefiihrt. Als Beliiftungsbottich diente ein konisch-zylindrisches 
Kupfergefa8, das einen séurefesten Innenanstrich hatte und mit den nétigen 
Armaturen versehen war. Den Boden des GefiaBes bildete eine Glassinter- 
platte (Schott und Gen., Jena), die in geeigneter Weise dicht mit dem Metall- 
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“stutzen verbunden war. Die Sinterplatte bewirkt eine sehr feine und gleich- 
maBige Verteilung der Luft. Zur Heizung diente eine in einem Glaskérper 
untergebrachte elektrische Widerstandsheizung, zum Kiihlen war eine ver- 
zinnte Kupferschlange vorgesehen. Der Zulauf der Wiirzen und Nahr- 
lésungen erfolgte durch Tropftrichter, die als Mariottesche Flaschen aus- 
gestattet waren. Die von einer Luftpumpe erzeugte PreBluft wurde durch 
ein Wattefilter gereinigt; durch einen Rotamesser und einen Kontrollgas- 
messer wurde jeweils die Menge bestimmt und reguliert. 


C. Untersuchungsmethoden. 


1. Hefetrockenmasse: 4 Stunden bei 105°C. 

2. Stickstoff nach Ajeldahl; Modifikation Tdufel, Thaler (1). 

3. Phosphorséure, AufschluB gleichzeitig mit N, Fallung als Ammon- 
molybdat, Umfallung als Magnesium-Ammoniumphosphat (2). 

4. Zucker als Invertzucker nach Kjeldahl-Bertrand, Auswertung nach 
Braun. 

5. Alkohol, zweimalige Destillation, pyknometrisch. 

6. pu: Ionometer nach Liiers. 

7. Garzeit der Hefe im Teig, nach der Verbandsmethode, ausgefiihrt 
mit je 5g Hefe von 25%, Trockenmasse (3). 

8. Triebkraft nach Kusserow, ausgefiihrt mit je 10g Hefe von 25% 
Trockenmasse. 

9. Haltbarkeit der Hefe bei 30°C. 


D. Beschreibung der Versuche. 


Zur Vereinfachung der Darstellung, um Wiederholungen zu ver- 
meiden, bringen wir nun die Beschreibung des ganzen Hauptversuchs 
mit 9!/, Stunden Gardauer, der eigentlich alle anderen Versuche in sich 
schlieBt. 

Rohstoffverbrauch: 5520 cem 10° Bllg-Wiirze mit etwa 700g Melasse. 

230 cem Ammonsulfat- bzw. Ammoniaklésung. 

130 cem Diammonphosphatlésung. 

160 g Stellhefe von 25% Trockenmasse. 

Garfiihrung: 1000 cem 10° Bllg-Wiirze wurden mit 15 Liter Leitungs- 
wasser verdiinnt, auf px 5,2 und 25° C eingestellt, mit 160 g Hefe von 25% 
Trockenmasse bzw. einer entsprechenden Menge Hefe von anderem Trocken- 
massegehalt aus der Ernte der fiinften Stellhefestufe verriihrt und 1 Stunde 
bei 25° C unter ,,halber Beliiftung‘: (300 Liter Luft /Stunde) géren gelassen. 
Dann erfolgte innerhalb 6 Stunden der gestaffelte Zulauf von 4520 ccm 
10° Bllg-Wiirze, px = 5,6 und der Nahrsalzlésungen bei ,,voller Beliiftung‘‘ 
(600 Liter Luft/Stunde) und allmahlicher Steigerung der Temperatur auf 
30° C, wie es in folgender Tabelle festgelegt ist. Nach beendetem Zulauf 
wurde noch 1/, Stunde voll und 2 weitere Stunden halb beliiftet. Die Hefe 
wurde aus der Wiirze separiert, dann gewaschen, gepreBt und im Eisschrank 
aufbewahrt. 


Die Angaben iiber die pxu-Werte beziehen sich je auf den Anfang 
und das Ende der betreffenden Garstunde. Die Aufteilung des N-Zu- 
laufes in neutralen Ammonsulfat- und in basischen Ammoniakzulauf 
wurde ausschlieBlich nach MaBgabe des pu der garenden Wirze vor- 
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Gdrverlauf. 





ecm Zulauf 





Zeit 10° Bllg- | Ammonsulfat Diammon- | eee Liter/Std. PH 
| Wiirze bzw. Ammoniak phosphat oC | 
8— 9 1000 _ _ 25 300 =| 5,2—4,6 
9—10 300 15 25 26 600 | 46—4,9 
10—11 500 25 40 27/4 600 4,9—4,8 
11—12 750 65 40 29 600 4,8—4,9 
12—13 1000 7) 25 30 600 4,9 
13—14 1000 50 —_ 30 600 4,9—5,0 
14—15 970 _ _— 30 600 5,0—5,8 
15—15°° 30 600 5,8—59 
1530—163° 30 | 300 5,9—6,1 
1639—17° 30 | 300 6,1—6,2 


genommen. Sie mubte in den einzelnen Garfiihrungen etwas verschieden 
vorgenommen werden, um eine gleichmaige py-Fiihrung zu erzwingen. 
Die Durchfiihrung der Einzelgarfiihrungen ist aus dem obigen Gar- 
schema ohne weiteres ersichtlich. Der nach 3 Stunden abgebrochene 
Versuch wurde z. B. wie folgt durchgefiihrt : 


1000 cem Wiirze mit 15 Liter Wasser verdiinnt, auf py 5,2 und 25°C 
eingestellt, wurden mit 160g Stellhefe von 25°, Trockenmasse angeriihrt, 
| Stunde bei halber Liiftung garen gelassen. In der 2. Stunde erfolgte der 
langsame Zulauf von 300cem Wiirze, 15cem Ammoniak und 25 ccm 
Diammonphosphatlésung unter Steigerung der Temperatur auf 26°C. In 
der 3. Stunde lieB man weitere 500 cem Wiirze, 15 cem Ammoniaklésung 
und 10cem Ammonsulfatlésung, sowie 40 cem Diammonphosphatlésung 
zuflieBen und die Temperatur auf 27'/,°C ansteigen. Nach Ablauf der 
Stunde wurde die Hefe von der Wiirze separiert und, wie oben schon be- 
schrieben, weiter behandelt. 











Von je 100 Hefezellen Von je 100 Hefezellen 

Zeit = ‘ Zeit TEI TSR) ak RAE SFE on 

knospen | sprossen knospen sprossen 

9 | einzelne 2 14 20 60 
10 | 40 é 15 20 40 
11 | 10 60 15°° — 50 
12 | 40 20 16°° — 30 
13 || 20 50 1730 <> 15 


Bei allen Versuchen wurde das mikroskopische Bild in Abstanden 
von je 1 Stunde aufgenommen. Es war in den einander entsprechenden 
Girstunden der einzelnen Versuche durchwegs gleich, so daB der Bericht 
im AnschluB an die letzte Hauptgarung geniigt. In vorstehender 
Ubersicht ist aus praktischen Griinden ein Unterschied zwischen 
,,.Knospen‘‘ und ,,Sprossen“‘ gemacht, obwohl es sich dabei ja um ein 
und denselben biologischen Vorgang handelt. Unter ,,Knospen“ ver- 
stehen wir die Sprossen, die auf héchstens ein Finftel der GréBe einer 
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ausgewachsenen Hefezelle herangewachsen sind; unter ,,Sprossen‘‘ 
alle gréBeren mit der Mutterzelle verbundenen Tochterzellen. Mit 
Hilfe einer solchen Unterteilung des Sprossungsvorganges lassen sich 
die verschiedenen aufeinander folgenden Sprossungsperioden tabellarisch 
leichter darstellen. 


E. Auswertung der Versuchsergebnisse. 


a) Das Fortschreiten der alkoholischen Gairung, der Hefever- 
mehrung und des Verbrauchs von Invertzucker von Stunde zu 
Stunde. 


Tabelle III. 





Alkohol- und Hefegehalt N- und P,0;-Gehalt der Hefe 


Girzeit der Wiirze von 25%/) Troeckenmasse Verbrauch von 
in Stunden |-— oan <1. we on a ek ee Invertzucker 
~ eem g %o N Plo P2 Os g 
0 —_ 160 verschieden, s. Tabelle I a 
1 13 194 1,81 0,80 41,5 
2 20 221 2,05 1,16 71,0 
3 34 283 2,12 1,17 113,7 
4 52 333 2,16 1,20 164,6 
5 70 412 2,20 1,20 230,4 
6 76 503 2,20 1,27 294,6 
7 83 601 2,17 1,22 356,4 
7/5 85 649 2,12 1,22 360,4 
815 77 691 2,01 1,15 362,2 
91/, 60 721 1,93 1,09 362,1 


Das Fortschreiten des Hefewachstums konnte im Versuch nur punkt- 


weise beobachtet werden, indem die Hefengewichte nach jeder Garstunde 





festgestellt wurden. Die Ge- 
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Die erste Periode umfaBt die 


Zeit der Angarung (1. Stunde) und des Wiirzezulaufs, sie wird durch 
eine Kurve héherer Ordnung, eine Exponentialfunktion, wiedergegeben. 
Die zweite Periode schlieBt die Ausreifezeit in sich; sie kann durch 
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eine lineare Funktion dargestellt werden. Wertet man die Versuchs- 
punkte nach der GauBschen Methode der kleinsten Fehlerquadrate aus, 
so ergeben sich folgende Gleichungen: 

a) Fir die Zeit vom Beginn der Garung bis zur 7. Garstunde: 

y = 160. 1,2091%. 
b) Von der 7!/,. Garstunde bis zum Ende der Garung: 
y = 381] + 362. 
Dabei ist y = Hefengewicht (Gramm), 
x == Garzeit (Stunden). 

Die Gleichung y = 160.1,2091* besagt, daB sich das Hefen- 
gewicht in einer Stunde auf den 1,21 fachen Betrag erhéht oder um 21 °% 
vermehrt. Die Ubereinstimmung mit dem mikroskopischen Bilde, nach 
welchem in den drei letzten Zulaufstunden standig 20° aller Zellen 
neu sprossen, ist offensichtlich. 

Das mikroskopische Bild zeigt auch an, daB die Hefe ihre Sprob- 
tatigkeit von der 7. Stunde an vollstandig einstellt und sich lediglich 
noch ein Ausreifen der bereits vorhandenen Zellen bis zu ihrem End- 
gewicht vollzieht. Dieser Vorgang verliuft proportional der Zeit, was 
in der linearen Gleichung zwischen dem Hefegewicht und der Gardauer 
von der 7!/,. Stunde an seinen Ausdruck findet. 














Zeit Hefemengen (Gramm) Zeit | Hefemengen (Gramm) 
Std. || gefunden — errechnet | Differenz Std. | gefunden | errechnet | Differenz 
0 160 160 0 6 503 500 +3 
1 194 194 | 0 7 601 605 —4 
2 221 234 a 7, | 649 651 _ 
3 283 283 0 81/, 691 687 +4 
4 333 2 | —9 | OY, | 721 | 728 —2 
5 | 412 414 —2 | 


Es ist nun an Hand obiger Tabelle zu priifen, ob die aufgestellte Glei- 
chung die GesetzmaBigkeit des Hefewachstums mit hinreichender Genauig- 
keit wiedergibt. Dazu ist notwendig, die Fehler und Schwankungen, mit 
welchen das Experiment selbst und die Beobachtungsmethode normaler- 
weise behaftet sind, zu kennen. In Versuchen, welche eigens zu diesem 
Zwecke angestellt wurden und iiber welche an anderer Stelle berichtet 
werden wird, wurde ermittelt, daB mit der gegebenen Apparatur und den 
angewandten Arbeitsmethoden die Versuche auf + 2 g Hefe reproduzierbar 
sind. Damit steht bereits fest, daB die Differenzen von — 13 und — 9g 
Hefe im 3. und 5. Versuchspunkt keine experimentellen Fehler darstellen, 
sondern da8 die Hefenvermehrung mindestens zeitweise der errechneten 
GesetzmaBigkeit nicht unmittelbar, sondern nur durchschnittlich folgt. 
Eine plausible Erklarung fiir diese Fehlgewichte gibt das mikroskopische 
Bild. Es zeigt, daB die Zeitpunkte der gr6Bten scheinbaren Fehlgewichte 
genau zusammenfallen mit den Anfangen neuer Sprossungsperioden, wo die 
Zahl der ,,Knospen‘‘ sehr hoch ist. In den spateren Garstadien, wenn sich 
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bereits mehrere Sprossungsperioden stark iiberdecken, folgt die Zunahme des 
Hefegewichtes ziemlich genau, mit Schwankungen nicht iiber + 4g Hefe, 
der aufgestellten GesetzmaBigkeit. 

Die Alkoholbildung setzt in der einstiindigen Angarzeit stark ein. 
Wahrend der nachsten 4 Stunden bleibt sie noch kraftig in Gang und 
flaut erst in weiteren 2 Stunden ab. In den letzten 2 Stunden der Aus- 
reifezeit der Hefe nach Beendigung aller Zuliufe verschwindet sogar 
ein Teil des bis dahin von der Hefe gebildeten Alkohols wieder, indem er 
von der Hefe assimiliert wird. Von diesem Zeitpunkt an, in welchem die 
Hefe nur mehr Spuren von Zucker und in der Hauptsache Alkohol zum 
Zellaufbau verwendet, stellt die Hefe ihre SproBtatigkeit vollstandig, 
die N- und P,O,;-Aufnahme fast vollstandig ein. Ersteres ist aus dem 
mikroskopischen Bild, letzteres daraus ersichtlich, daB die Produkte aus 
Hefenmengen und N- bzw. P,O;-Gehalten nur mehr schwach ansteigen. 
Es findet in diesem Stadium also nur Glykogenbildung statt und es ist 
sehr wahrscheinlich, daB der Kohlenstoff des Alkohols tiberhaupt nur zur 
Glykogenbildung verwendet werden kann. 


Es ist héchst unwahrscheinlich, da die Hefe erst dann Alkohol 
zu assimilieren beginnt, wenn kein Zucker mehr vorhanden ist, vielmehr 
verlauft die Zucker- und Alkoholaufnahme iiber mehrere Stunden, etwa 
von der 4. bis 7. Girstunde nebeneinander und geht in dem MaBe, wie 
der Zucker verbraucht wird, in eine ausschlieBliche Alkoholassimilierung 


mit den beiden eben beschriebenen Begleiterscheinungen iiber. 


Die GesetzmaBigkeit der Alkoholbildung 14Bt sich nicht in ahn- 
licher Weise ableiten, wie dies fiir die Hefenbildung geschehen ist, weil 
die gefundenen Alkoholmengen infolge der stindigen Verdunstung nur 
ein Teil der wirklich gebildeten sind, und weil sich die beiden Vorgange 
der Alkoholbildung und des -verbrauchs durch die Hefe weitgehend 
iiberdecken. Jedoch gibt die graphische Darstellung Abb. 1, in welche 
das gleichzeitige Fortschreiten des Zuckerverbrauchs und der Alkohol- 
und Hefenbildung eingetragen sind, ein ziemlich klares Bild iber den 
inneren Zusammenhang dieser drei Vorgiange. 


b) Die Stickstoffaufnahme der Hefe. 


Die N-Aufnahme ist praktisch gleichbedeutend mit der Eiweib- 
bildung in der Hefe. Da die Hefetrockenmasse zu 45 bis 55 % aus EiweiB 
besteht, bildet die N-Aufnahme einen sehr betrachtlichen Teilausschnitt 
aus dem gesamten Hefewachstum. 


Die Tabelle III zeigt an, daB der prozentuale N-Gehalt der Hefe 
vom Beginn der Garzeit an zunachst ansteigt und gegen das Ende. der 
Garung wieder abfallt. Bei der Neubildung der Hefenzellsubstanz 
iiberwiegt demnach zunachst die EiweiBbildung, in der zweiten Halfte 
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der Garung dagegen die Bildung der N-freien Stoffe, Kohlehydrate, 
Fette, Phytine u.a., worauf schon H. Claassen (4) hingewiesen hat. 

Die folgende Auswertung dieser Versuche geht jedoch nicht von 
den prozentualen, sondern von den absoluten N-Gehalten der Hefe zu 
den verschiedenen Zeitpunkten der Garung aus. Die absoluten N-Gehalte 
ergeben sich einfach als Produkte der Hefemengen und der zugehérigen 
prozentualen N-Gehalte der Hefen. Die weitergehenden analytischen 
Feststellungen in diesem Versuch erméglichen eine davon unabhangige 
Ermittlung der verbrauchten N-Mengen, indem sowohl die bis zum Ende 
jeder Stunde in der Wiirze und den Nahrsalzen zugegebenen N-Mengen 
sowie der N der Stellhefe als auch die am Ende jeder Stunde in der 
entheften Wiirze vorhandene N-Menge festgestellt wurde. Die Differenz 
beider Werte ist immer etwas gréBer (2 bis 5°) als der Gesamt-N-Gehalt 
der Hefe, was wohl auf eine geringe 


















L . Verdunstung von NH, aus der 
re eas ab HG es Hse ee 19 schwach sauren Lésung = zuriick- 
pre Wives WSL Relea Vind LES. KE |_| ts zufiihren sein diirfte. 
| Hefewachstu me faa 2 . \ : 
weer tT Te oa tT Oy Wertet man die Resultate in ana- 
o|+—+ 1+ loger Weise, wie dies bereits fiir die 
x ‘ 
300 Ty} il 1 tgs  Hefengewichte geschehen ist, aus, so 
J Gesamtshokstoff x ergeben sich zwanglos und mit groBer 
200 +—+# 7s Bees ag 
| +7 | dertefe | § Genauigkeit vier Perioden von ver- 
100 ie tt++7TT T1488 — schieden langer Dauer, die sich mit den 
-f lL l 1 a P 
ee it es ea a a i a aS 0st Zeitabschnitten decken, welche das 
Gardaver mikroskopische Bild anzeigt. Die 
Abb. 2. Abb. 2 laBt diese vier Perioden gut 


erkennen. 

1. Die Periode des Ausreifens der Stellhefe, waihrend der noch keine 
Sprossung stattfindet, dauert etwa 1 Stunde. Da fiir diese Zeitspanne 
nur zwei Versuchspunkte vorliegen, kann die GesetzmaBigkeit der N-Aut- 
nahme nicht festgestellt werden. Es wird eine lineare Beziehung ange- 
nommen. 

2. Fiir die erste Sprossungsperiode, beginnend mit der 2. Garstunde und 
endigend in der 4. Garstunde, gibt eine Exponentialfunktion gut die Gesetz- 
maBigkeit zwischen dem Gesamt-N-Gehalt der Hefe und der Gardauer 
wieder. 

3. In der Hauptwachstumszeit der Hefe — von der 4. bis zur 8. Gar- 
stunde —, in der mehrere Sprossungsperioden stark ineinandergreifen, 
steigt der Gesamt-N-Gehalt proportional mit der Garzeit an. 

4. In der Ausreifezeit —- von der 8. Stunde bis zum SchluB der Gar- 
fiihrung — bleibt der N-Gehalt der Hefe konstant, trotzdem noch reichlich 
assimilierbarer N in der Wiirze vorhanden ist. Die nach der Methode der 
kleinsten Fehlerquadrate aufgestellten Gleichungen lauten: 


1. Periode: y = 3,06 + 0,45 a, 

2. ne y = 2,673 . 1,3074x, 

3. me y = — 0,57 + 1,935 2, 

4. os y = 13,90, 

y = Gesamt-N-Gehalt der Hefe, 
= Gardauer (Stunden). 
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Vergleicht man die aus den Gleichungen berechneten Werte mit den 
experimentell gefundenen Werten, so ergibt sich das aus folgender Tabelle IV 
ersichtliche Bild. 


Tabelle IV. 














0 Absoluter N-Gehalt der Hefe } Absoluter N-Gehalt der Hefe 

Girzeit (Gramm) Girzeit (Gramm) 
Std. gefunden errechnet Differenz Std. gefunden errechnet | Differenz 
0 3,06 3,06 0 6 11,06 11,04 + 0,02 
1 3,51 3,51 0 7 13,04 12,98 + 0,06 
2 4,53 4,57 — 0,04 MY 13,76 13,90 — 0,14 
3 6,00 5,97 + 0,03 81/4 13,89 13,90 — 0,01 
4 | 7,19 7,17 + 0,02 91), 13,92 13,90 + 0,02 
5 || 9,06 9,11 — 0,05 


c) Die Phosphorsiureaufnahme der Hefe. 

Der prozentuale P,O;-Gehalt der Hefe steigt von der 1. Stunde der 
Garung bis zur 6. Stunde an und sinkt dann langsam auf den Endwert. 
Bei einem Versuch, der schon in der Vorlage eine entsprechende P,O,- 
Menge erhalt, steigt natiirlich der P,O,;-Gehalt von Beginn der Garung 
an, ohne dafB eine prozentuale Verminderung von P,O,, wie in unserem 
Falle, nach der ersten Garstunde eintritt. Errechnet man sich auch hier 
wieder die Gesamt-P,O,-Gehalte der Hefe zu den verschiedenen Zeit- 
punkten und versucht eine mathematische Beziehung aufzustellen, so 
findet man eine Exponentialfunktion, die die Verhaltnisse leidlich 
wiedergibt. Auf ihre Wiedergabe wird verzichtet. Ein Vergleich der 
aus Wiirze entnommenen P, O.-Mengen mit den von der Hefe assimilierten 
ergibt eine bessere Ubereinstimmung als bei den entsprechenden N- 
Werten. Die Abweichung liegt meist unter 1°, und ist sowohl positiv 
als negativ. Diese gute Ubereinstimmung zeigt, daB keine Substanz- 
verluste im Laufe des Versuchs eingetreten sind und daB die Differenzen 
bei den N-Werten wohl die angedeutete Ursache haben. 

Es ist beachtenswert, daB das Ansteigen und Abfallen der pro- 
zentualen N- und P,O,-Gehalte der Hefe keine Unstetigkeiten aufweist 
trotz geringer Verschiedenheiten in den Stellhefen. Die zehn Einzel- 
garungen kénnen daher mit Recht so angesehen und ausgewertet werden, 
wie wenn nur eine Garung vollstandig durchgefiithrt und in Abstanden 
von je einer Stunde beobachtet worden ware. 


d) Der EinfluB der Ausreifezeit auf die Qualitat 
der erzeugten Hefe. 


Um den EinfluB der Ausreifezeit auf die erzeugte Hefe festzustellen, 
wurden bei den Versuchen mit 7 Stunden und langerer Garzeit die 
,,Garzeit der Hefe im Teig‘’, die Triebkraft nach Kusserow und die 
Haltbarkeitsprobe durchgefiihrt und eine allgemeine Beurteilung vor- 
genommen. 
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Tabelle V. 








7 71, lj, 91). 
Hefe nach = ; — at 
Girstunden 
Garzeit im Teig: 
Antrieb..... 56 Min. 90 Min. 73 Min. 75 Min. 
|. anal BO ise 51 , 34 =, 45 , 
(ile FS RY “0 60, 50. 50 
a ee eae 185 , 180 , 108, 125 
Nachtrieb .... 205 ,. 225 =Cy, 148 160 
Summe: 551 Min. 606 Min. 413 Min. 455 Min. 
Triebkraft nach 
Kusserow : 
1. halbe Stunde. . 45 22 33 30 
Bee ee i 258 227 220 
er » tok 385 315 345 
a woes eee 835 316 362 


Summe: | 995cem CO, 1000cemCO, 891 cem CO, 957 eem CO, 
Haltbarkeit : 96 Std. 72 Std. 72 Std. 72 Std. 

AuBere Beurteilung: Die Hefen zeigten alle muscheligen Bruch und einen 
angenehm leicht sauerlichen Geruch und Geschmack. 

Mikroskopisches Bild: Die Zellen waren in allen Fallen von ungleich- 
maBiger GréBe und langlich-ovaler Form. 

In der 7'/, Stunden gefiihrten Hefe waren noch 10°, sprossende Zellen, 
in der 8'/, Stunden gefiihrten Hefe wenig sprossende Zellen, in der 9!/, Stun- 
den gefiihrten Hefe schlieBlich nur noch vereinzelte sprossende Zellen. 

Aus den Garzeiten im Teig und den mikroskopischen Bildern ist 
deutlich ersichtlich, daB die Hefe qualitativ ihr giinstigstes Entwicklungs- 
stadium bei der vorliegenden Garfiithrung nach 81/, Stunden erreicht 
hat. Die letzte Beliiftungsstunde bringt eine leichte Verschlechterung 
der Qualitat, dabei gleichzeitig aber noch durch einen Hefezuwachs 
von 4,1°% der Endmenge eine bessere Ausniitzung der Rohstoffe. 

Die Haltbarkeit zeigt keinen Unterschied bei den verschieden reifen 
Hefen. Sie diirfte mehr von dem Waschen der Hefe abhangig sein als 
von dem Reifezustand. 

Die Ergebnisse der Triebkraft nach Kusserow lassen sich nicht mit 
denen der Garzeitbestimmung im Teig in Einklang bringen. 


Zusammenfassung. 


1. Das mikroskopische Bild zeigt vier Phasen des Hefewachsti ms: 
1. Phase Angarung, 1. Garstunde: keine Sprossung. 
2. Phase mit besonders starken SproBperioden: 2. bis 4. Gar- 
stunde. 
3. Phase — von der 4. bis 7. Gairstunde — die Zeit des gleich- 
maBigen Sprossens. 
4. Phase: Ausreifezeit, das Sprossen hért auf. 
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2. Die Zunahme der Hefenmenge laBt sich durch zwei Gleichungen 
darstellen : 

Bis zum Ende des Wiirzezulaufs gilt die Exponentialgleichung 

y = 160 .1,2091, 
wahrend der Ausreifezeit die lineare Gleichung 
y = 381 + 362, 
y = Hefengewicht (Gramm), x = Girstunden. 

3. Die in der ersten Stunde der Garung schon starke Alkoholbildung 
flaut nach 5 Stunden merklich ab. Es wird dann — wahrscheinlich 
auch schon friiher — gleichzeitig Alkohol gebildet und zum Zellaufbau 
verbraucht. In den letzten 2 Stunden iibersteigt der Verbrauch sogar 
die Erzeugung. Der Alkohol kann wahrscheinlich nur zur Glykogen- 
bildung, nicht zur EiweiBbildung, verwertet werden. 

4. Die N-Aufnahme der Hefe ist weitgehend von der Sprobtatigkeit 
der Hefe abhangig. In der Zeit der starksten Hefevermehrung — von 
der 4. bis 8. Garstunde — ist die N-Aufnahme durch die Hefe eine lineare 
Funktion. 

5. Die P,O,-Aufnahme durch die Hefe geht mit der N-Aufnahme 
ziemlich parallel. 

6. Der prozentuale N- und P,O,-Gehalt der Hefen in den einzelnen 
Garstunden steigt allmahlich an, erreicht nach der 6. Garstunde ein 
Maximum und fallt dann wieder ab. 

7. Die Qualitat der Hefe erreicht ihren Héhepunkt nach 8'/, Gar- 
stunden. In der letzten Girstunde findet ein Hefezuwachs auf Kosten 
der Giite statt. 


Diese Ergebnisse, insbesondere die mathematischen Beziehungen, 
gelten natiirlich nur fiir die beschriebene Art der Garfiihrung. Bei 
anderen Garfiihrungen muB eine zeitliche und mengenmaBige Ver- 
schiebung der Hefe- und Alkoholbildung und der N- und P,O;-Aufnahme 
eintreten. 


Literatur. 
1) Tdufel, Thaler u. Starke, Angew. Chem. 1935, 8. 191. — 2) Schmitz, B. 
Zeitschr. f. anal. Chem. 45, 512, 1906. — 3) St., Brennereizeitung 1929, 
S. 116. — 4) Claassen, diese Zeitschr. 275, 350, 1935. 








Uber den Einflu6 der Ascorbinsiure auf den Glykogengehalt 
der Leber hyperthyreotisierter Meerschweinchen. 
Von 
Lore Hirsch. 
(Aus der Medizinischen Poliklinik in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 20. Juli 1936.) 


Nebennierenrindenextrakte vermégen, wie in unserm Institut in 
gréBeren Reihenversuchen am Meerschweinchen festgestellt worden ist, 
die stoffwechselsteigernde Wirkung des Thyroxins und des thryreo- 
tropen Hormons weitgehend einzudimmen. Auch K6érpergewicht und 
Lebensdauer werden giinstig beeinfluBt!. Aus noch nicht veréffentlichten 
Versuchen geht ferner hervor, daB auch die Thyroxinwirkung auf den 
Kohlenhydratstoffwechsel, wenigstens auf den Glykogenverlust der 
Leber, durch Nebennierenrindenextrakt? bei geeigneter Dosierung 
vermindert wird. Dies war mit Wahrscheinlichkeit vorauszusehen, 
nachdem bereits von einer Reihe von Forschern eine Anreicherung von 
Leberglykogen durch Nebennierenrindenextrakt unter verschiedenen 
anderen Bedingungen gefunden worden war*®. Es entstand nun die 
Frage, wie sich die in der Nebennierenrinde bekanntlich in gréBeren 
Mengen anwesende Ascorbinsaéure zu diesen Reaktionen verhalt. Daf 
sie bei reichlicher Dosierung (20 bis 25 mg pro kleines Nagetier) die 
Stoffwechselsteigerungen durch Thyroxin verringert, hat schon Areit- 
mair® als erster kurz angegeben, wahrend nach demselben kleine Mengen 
die Thyroxinwirkung eher verstarken. Eine antithyreotoxische Wirkung 
des C-Vitamins ist auch am Skorbuttier (Demole und Ippen® und andere) 
und, am _ Jodstoffwechsel® beschrieben und am Gesamtumsatz des 
Meerschweinchens von Oehme bestatigt worden (l.c.). Hingegen haben 
Schréder und Dérmann’ im Kaulquappenversuch selbst einen schwachen 
Thyroxineffekt durch Vitamin C nicht aufheben kénnen. 

Die Ascorbinsiure geht bei Gewinnung des Swingle-Pfiffner- 
Extrakts zu Verlust. Manche Handelspraparate, wie Pancortex, mit 
dem namentlich Thaddea auch am hyperthyreotischen Tier gearbeitet 


1 Oehme, Klin. Wochenschr. 1936, 8.512. — ? Cortidyn, Promonta, 
das mit geringer Abanderung nach dem Verfahren von Swingle u. Pfiffner 
hergestellt wird. — * Britton u. Silvette, Amer. J. of Phys. 100, 693, 701, 
1932; Anselmino u. Hoffmann, Klin. Wochenschr. 1984, 8S. 1048, 1052; 
Thaddea, Zeitschr. f. exper. Med. 95, 600, 1935. — * Kreitmair, Arch. f. 
exp. Path. u. Pharm. 176, 325, 1934. — ° Zeitschr. f. physioi. Chemie 235, 
226, 1935. —- ® Loehr, Zeitschr. f. inn. Med. 1935, 8S. 358. — 7 Endokrino- 
logie 17, 145, 1936. 
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hat, enthalten sie jedoch wieder in erheblicher Menge, anscheinend 
nach Zusatz zu therapeutischen Zwecken. 

Es wurde deshalb im folgenden untersucht, ob Ascorbinsaure allein 
den Glykogenschwund der Leber bei experimenteller Hyperthyreose 
zu beeinflussen vermag. Uber ihre Wirkung auf den Kohlenhydrat- 
stoffwechsel iiberhaupt konnte ich nur die Feststellung von Stepp, 
Schréder und Altenburger! ermitteln, derzufolge intravenése Injektionen 
ziemlich groBer Dosen den Blutzucker des gesunden Menschen senken, 
sowie eine beilaufige Angabe von Kreitmair, der mit der Bestschen 
Glykogenfarbung in der Leber hyperthyreotisierter Tiere kein Glykogen 
nachweisen konnte, womit die Frage nicht als erledigt gelten kann. 

Es wurden nun folgende Versuche durchgefiihrt?: 

Mannliche Meerschweinchen von etwa 300g Gewicht wurden bei 
normaler Kost (gelbe Riiben, Heu, Hafer, Wasser und 1 g Traubenzucker 
pro Tier und Tag) 12 Tage lang folgendermafSen vorbehandelt: 4 Tiere 
erhielten tiglich je eine intraperitoneale Injektion von 25 mg Ascorbinsiiure 
(Cebion Merck), 4 Tiere erhielten 0,1 mg Thyroxin intraperitoneal und 
4 Tiere erhielten 25mg Ascorbinséure und 0,1 mg Thyroxin pro Tier und 
Tag. Die Tiere zeigten wahrend des ganzen Versuchs gutes Allgemein- 
befinden. Innerhalb 24 Stunden nach der zwoélften Injektion wurden 
ximttiche Tiere durch Nackenschlag getétet, die Leber sofort heraus- 
genommen und unter Vermeidung von Zeitverlust sofort in heiBer Kalilauge 
gelést. Die Glykogenbestimmung wurde nach der von Lohmann?® modifi- 
zierten P/fiigerschen Methode (Zuckerbestimmung nach Bertrand) ausgefiihrt. 

Die Versuchsreihe ergab einen durchschnittlichen Leberglykogen- 
gehalt bei den mitlaufenden Normaltieren ohne Injektion: von 3°%, 
bei den Tieren, die Ascorbinsdure erhalten hatten, eine Steigerung um 
60% auf 4,8° und bei den Tieren, die Thyroxin + Ascorbinséure er- 
halten hatten, ergaben sich im Durchschnitt Werte von 2,5, gegeniiber 
Werten von unter 1°, bei den nur mit Thyroxin vorbehandelten Tieren. 

Die die Glykogenanreicherung in der Leber fast véllig verhindernde 
Wirkung der zwoélf Injektionen von 0,1 mg Thyroxin wurde also durch 
gleichzeitig verabreichte 25mg Ascorbinsiure pro Tag beinahe aus- 
geglichen, so daB von einer dem Thyroxin in antagonistischem Sinne 
entgegengesetzten Wirkung der Ascorbinsaure hinsichtlich des Glykogen- 
ansatzes in der Leber gesprochen werden kann. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde nun gepriift, ob diese 
Wirkung der Ascorbinsaure bei gleichzeitiger Verabreichung von Cor- 
tidyn gesteigert wird. Zu diesem Zweck wurden nochmals vier Meer- 
schweinchen zur Kontrolle nur mit Thyroxin vorbehandelt und fiinf 

1 Klin. Wochenschr. 1935, S. 933. — ? Die Versuche wurden im Institut 
fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir Medizinische Forschung, 
Heidelberg, ausgefiihrt. —- * Oppenheimer-Pincussen, Die Fermente und 
ihre Wirkungen, 3, 1238, 1919. 
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Tabelle I. 





i] 
i Tiergewicht | 








Injiziert taglich Versuch t bei Beginn bei Versuchsende || Glykogen 

Nr. | x g i 9 

1 311 | 307 5,05 

O78 ( ‘ 

25 mg Ascorbinsiure || : i a | Ay 

| | 4 we] 292 | 5,07 

| | Durehschnitt: 4,8 

5 295 | 270 1,5 

01mg Thyroxin | ; ron = 0.8 

| | 8 en See eee ee 

Durchschnitt: 0,6 
| 9 290 227 2,1 

25 mg Ascorbinsaure | | 10 274 236 1,08 
+ 0,1 mg Thyroxin | 11 290 242 2,3 
| 12 377 325 | S44 

Durchschnitt: 2,5 

| 13 285 331 3,8 

Normaltiere | 14 309 324 2,5 

| 15 334 37 — i, 8 
| Durchschnitt: 3,0 





Meerschweinchen bekamen wiahrend 12 Tagen tagliche intraperitoneale 
Injektionen von 0,1 mg Thyroxin + 25mg Ascorbinsaure + 2 bzw. 
4cem Cortidyn. Das Ergebnis zeigte Glykogenwerte von 2 bis 2,2 %, 


Tabelle II. 








Tiergewicht 








Injiziert taglich Versuch | bei Beginn | bei Versuchsende Glykogen 
Nr. | & & Me 
1 887 | 310 1,5 
01mg Thyrexin a | ~ <P 
| 4 311 |  _—— eS Se 
| Durchschnitt: 0,8 
0,1mg Thyroxin | i 
tite fk) ae): oe ee 
+25 mg Ascorbinsaure : 
| Durchschnitt: 2 
0,1 mg Tyroxin 7 884 325 1,64 
+2ccem Cortidyn - 8 313 315 1,8 
+ 25 mg Ascorbinsaure | 9 276 290 2,58 zi 
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bei den Tieren, die Cortidyn + Ascorbinséure zum Thyroxin erhalten 
hatten. Wir stellen also keine Steigerung der vorher beobachteten 
antithyreoidalen Wirkung der Ascorbinséure durch gleichzeitig ve r- 
abreichtes Cortidyn fest. Es machte auch gar keinen Unterschied, 
ob wir 2 oder 4ccm Cortidyn pro Tier und Tag gaben. Die Versuchs- 
durchfiihrung war sonst dieselbe wie bei der ersten Reihe. 


Zusammenfassung. 


1. Intraperitoneale Injektionen von 25mg Ascorbinsiure pro 
Tag bewirkten in 12 Tagen eine Glykogenanreicherung in der Leber 
von 60% tuber die Norm. 

2. Der durch intraperitoneale Thyroxinzufuhr (0,1 mg pro Tag) 
verursachte Glykogenschwund in der Leber wurde durch die Ascorbin- 
siure gehemmt, bzw. durch 25 mg Cebion eben ausgeglichen. 

3. Durch eine Kombination von Cortidyn und Ascorbinsaure 
wurde der Effekt, der durch die Ascorbinsiure allein erzielt war, nicht 
gesteigert. 

Den Firmen Merck in Darmstadt bin ich fiir freundiiche Uberlassung 


von Cebion, Hoffmann-La-Roche fiir Thyroxin und Promonta fiir Cortidyn 
dankbar. ‘ 
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Metastabiler Sauerstoff und Kohlensaure-Assimilation. 
Von 
Hans (affron. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 29. Juni 1935.) 


H. Kautsky beschreibt in einer Reihe von Abhandlungen [ (1) bis (11)}| 
das Fluoreszenzverhalten lebender Blatter und die iiberraschende 
Beobachtung, daB die bekannte Chlorophyllfluoreszenz im Blatt ebenso 
spezifisch durch Sauerstoff ausgeléscht wird, wie die Fluoreszenz des 
an Kieselséuregel adsorbierten Chlorophylls. Dieses Phanomen laBt sich 
leicht bestatigen und steht daher nicht zur Diskussion. Aber bereits 
1931 hat Kautsky die Intensitétsschwankungen dieser Fluoreszenz, die 
bei Belichtung griiner Blatter anfanglich auftreten, zum AnlaB und zur 
Grundlage fiir eine Assimilationstheorie gnommen, dahin lautend, daB 
die vom Chlorophyll in der Pflanze absorbierte Lichtenergie auf kein 
anderes Molekiil als auf Sauerstoff iibertragen werden kann. 

Die Erzeugung von metastabil angeregtem Sauerstoff soll die erste 
Stufe des Assimilationsvorgangs sein. ,,Damit wird der Sauerstoff zum 
Zwischentrager und Sammler der Assimilationsenergie*‘ (Kautsky 1932). 
Hypothese und Beweisfiihrung sind seitdem im wesentlichen unverandert 
geblieben. Wohl aber haben sich die experimentellen Hinweise erheblich 
vermehrt, die gegen diese Hypothese sprechen. Da Kautsky auf neuere 
Assimilationsversuche und kritische Einwande; wenn iiberhaupt, nur 
fliichtig eingeht, so erscheint es bei der Bedeutung des Problems an- 
gebracht, in einem kurzen Uberblick zu zeigen, wie wenig fundiert die 
Annahme einer photochemischen Bildung von metastabilem Sauerstoff 
durch Chlorophyll und die damit in Zusammenhang gebrachte Assi- 
milationshypothese im Grunde ist. 


I. Metastabiler Sauerstoff. 


Die Kautskysche Assimilationstheorie geht davon aus, daB angeregtes 
Chlorophyll mit molekularem Sauerstoff unter Bildung von meta- 
stabilem Sauerstoff reagieren soll. Eine Stiitze dieser Auffassung sieht 
Kautsky unter anderem in meinen Versuchen iiber die Bildung von 
Peroxyden organischer Substanzen (sogenannter Akzeptoren) in Gegen- 
wart von belichtetem Chlorophyll (12). Da ich an Hand der gleichen 
Versuche zu entgegengesetzten Schliissen gelangt bin, ist um den meta- 
stabilen Sauerstoff eine Diskussion entstanden (13) (5), (14), (10). 

Zuniachst handelt es sich darum, ob die merkwiirdige Unabhangig- 
keit der Quantenausbeute vom Partialdruck des Sauerstoffs bei der 
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photochemischen Peroxydbildung in solchen Lésungen, in denen der 
Akzeptor in hoher Konzentration vorhanden ist (13), auf eine meta- 
stabile Anregung des Sauerstoffs oder des Akzeptors bzw. des Farbstoffs 
zuruckzufiihren sei. Kautsky wendet sich gegen letztere Annahme, die 
ich als ein wesentliches Ergebnis meiner Messungen der Quanten- 
ausbeute bei der Photoxydation des Rubens (13) (14) betrachte!. Neuer- 
dings hat Kautsky die Fluoreszenz des Rubens untersucht und vergleicht 
meine Messungen mit seinen Beobachtungen, iibersieht, daB verschiedene 
theoretische Erklarungsweisen bereits auf ihre Brauchbarkeit gepriift 
worden sind, und kommt schlieBlich zu den gleichen Ergeb- 
nissen (5) (10). Ich schrieb 1933: 

»Aber weder Gleichung (2) noch Gleichung (3) machen verstandlich, 
warum bei sehr kleinen Sauerstoffkonzentrationen eine groBe Quanten- 
ausbeute gefunden wird. Diese Schwierigkeit wird behoben, wenn wir uns 
entschlieBen, einen Aktivierungszustand von sehr langer Lebensdauer ein- 
zufiihren, der nicht bereits nach 10-§ Sekunden durch Fluoreszenz verloren- 
geht, sondern der erst nach 10-* oder 10>! Sekunden verschwindet.** 

Kautsky schreibt 1936: 

,Die hohe Quantenausbeute ist aber, wie wir den Versuchen H. Gaf/rons 
entnehmen, weitgehend von der Konzentration des Sauerstoffs unabhangig. 
Daraus schlieBen wir, da die absorbierten Lichtquanten lingere Zeit in dem 
belichteten System verweilen .. .* 

Er bestatigt ferner die von mir aus den Messungen abgeleitete 
langlebige Aktivierung auf das beste durch neue Phosphoreszenz- 
Beobachtungen (10): 

,,Wir stellen im Phosphoroskop unter LuftausschluB ein Nachleuchten 
dieser Lésungen fest, welches iiber 1. 10-* Sekunden dauert.‘ 

Weiter 1aBt sich das Ergebnis meiner Messungen nur verstehen, 
wenn man auber einer langdauernden Aktivierung noch eine Wechsel- 
wirkung zwischen primar aktivierten und inaktiven Molekiilen und auBer- 
dem eine zunehmende Assoziation, mindestens zu Doppelmolekiilen, mit 
zunehmender Rubenkonzentration annimmt. Ich schrieb seinerzeit: 

,,Die sekundar aktivierten Molekiile werden also, so wollen wir annehmen, 
auch in der Reaktion zwischen primar aktiviertem Ruben und gewohnlichem 
Ruben entstehen kénnen... die Zahl der sekundar aktivierten Molekiile 
steigt nicht proportional der Rubenkonzentration, sondern proportional 
ihrem Quadrat. Die beste Erklarung fiir diese Abhangigkeit vom Quadrat 
der Rubenkonzentration ist die zunehmende Bildung von Doppelmolekiilen 
mit steigender Rubenkonzentration.* 

Einige Jahre spiter kommt Kautsky auf Grund eigener Uber- 
legungen zu folgenden Ergebnissen: 


1 Franck u. Levy (17) sind auf Grund von Fluoreszenzbeobachtungen an 
Chlorophyllésungen zu derselben Ansicht gekommen. 
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,,Die primar erregten Farbstoffmolekiile verwandeln sich im Zusammen- 
wirken mit unerregten Molekiilen desselben Farbstoffes in metastabile 
Zustande .. .*‘ 

,,Das Ruben ist, in Benzol gelést, unabhangig von der Konzentration 
im einfach molekularen Zustand. Die meisten Farbstoffmolekiile neigen 
dagegen bereits in verdiinnten Lésungen zur Assoziation. In dieser Asso- 
ziation liegt unseres Erachtens die Ursache fiir die beobachtete Verlangerung 
der Lebensdauer der Anregungszustande in verdiinnten Farbstoffl6ésungen. ‘‘ 

Da Kautsky die Assoziation fiir Ruben leugnet, ist er in diesem 
Punkt gezwungen, von meiner urspriinglichen Darstellung abzuweichen. 
Er schreibt: 

, Wir erklaren das Verhalten in konzentrierten Lésungen dadurch, daB 
in unmittelbarer Nahewirkung das absorbierte Quant von einem Molekiil 
zum andern schwingt und so ungeteilt in der Lésung verweilt, bis sich 
Gelegenheit zu einer Wechselwirkung mit einem Sauerstoffmolekiil findet.‘‘ 

Nach der neuen Auffassung soll, um ein Bild zu gebrauchen, ein 
Reiter sich vor einem Sturz am besten nicht dadurch bewahren kénnen, 
daB er fest im Sattel sitzt, sondern dadurch, daB er in einem Rudel 
reitend fortgesetzt das Pferd wechselt. 

Franck und Levy (17) sind der Meinung, der ich mich anschlieBe, daB 
man die Erklarung fiir eine langlebige Aktivierung in der Stabilisierung 
der Energie durch innere Umlagerung oder Radikalbildung eines Mole- 
kiils zu suchen habe. 

Wie dem auch sei — diese Frage ist von der nach der Bildung des 
metastabilen Sauerstoffs unabhaéngig. Und von letzterem ist, wie der 
aufmerksame Leser finden wird, in den Kautskyschen Erérterungen iiber 
meine Rubenversuche nicht mebr die Rede. Der metastabile Sauerstoff 
taucht erst wieder auf, wo es sich um die Erklarung der Akzeptorperoxyd- 
bildung durch belichtetes Chlorophyll handelt. Ware er hier gerecht- 
fertigt, so miiBten sich die Versuche mit Chlorophyll von denen mit 
konzentrierten Rubenlésungen grundsatzlich unterscheiden. Aber das 
ist gar nicht der Fall. 

In den Chlorophyll-Thiosinamin-Versuchen ist die Unabhangigkeit 
vom Sauerstoffdruck noch ausgepragter als beim Ruben, weil die 
angeregten Chlorophyllmolekiile selbst kein Peroxyd zu bilden ver- 
moégen. Andererseits lassen sich die stérenden, von der Sauerstoff- 
konzentration abhangigen Reaktionen zwischen primar angeregten 
Rubenmolekiilen und Sauerstoff herabdriicken, wenn man Ruben nur als 
Akzeptor benutzt, und die Bildung von Peroxyd durch Zusatz von etwas 
Chlorophyll als Sensibilisator im roten Licht bewirkt. Ersetzt man die 
angeregten Rubenmolekiile durch angeregte Chlorophyllmolekiile, so ist 
die Quantenausbeute bei niedriger Sauerstoffkonzentration nahezu die 
gleiche. Der langlebige und metastabile Zustand entsteht hier wieder, 
ohne daB Sauerstoff beteiligt sein kann. Was fiir Ruben als Akzeptor gilt, 
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gilt natiirlich auch fiir Thiosinamin usw. D.h. die Einfiihrung eines 
metastabilen Sauerstoffs zur Erklarung der Photoxydation in Lésungen 
ist iiberfliissig. 

Als Beweis dafiir, daB metastabiler Sauerstoff bei diesen Reaktionen 
iiberhaupt nicht entsteht, habe ich kiirzlich die Photoxydation mit Licht 
jenseits 760 my. bei etwa 800 mu. angefiihrt (14). Die Lichtquanten haben 
hier eine kleinere Energie, als zur glatten Anregung des metastabilen 
Sauerstoffs notwendig ist. Anstatt diese fiir seine Theorie héchst 
wichtige Beobachtung quantitativ nachzupriifen, begniigt sich Aautsky 
mit dem Einwand, daB die Fluoreszenzerregung der Chlorophyllfarb- 
stoffe nicht der Stokeschen Regel folgt, die Photoxydation in diesem 
Gebiet daher mit Hilfe der Warmeenergie zustande kommen kénne (10). 
Selbst wenn dies der Fall ware, so miiBte doch beim Uberschreiten der 
normalen Anregungsgrenze ein erheblicher Abfall der photochemischen 
Wirkung zu Tage treten, und zwar um GréBenordnungen im Verhaltnis 
des Anteils der Anti-Stokeschen Fluoreszenz zur gesamten Fluoreszenz. 
Nun finde ich auch mit monochromatischem Licht der Natriumlinie 
818/819mu. eine betrachtliche Photoxydation. Die Energiedifferenz be- 
tragt 2,7 keal (4,6 RT.). Der qualitative Hinweis auf die Anti-Stoke sche 
Fluoreszenz ist unrichtig. Solange keine wirklich zwingenden Gegen- 
griinde aufgefunden werden, bleibt dieser Versuch der einfachste, iiber- 
sichtlichste Beweis dafiir, daB metastabiler Sauerstoff nicht gebildet 
wird (siehe Tabelle Il). Kautsky sagt ferner: ,,Wir miissen dem unsere 
Versuche iiber die Aktivierung des Sauerstoffs entgegenstellen .. .“ 
Worin bestehen diese Versuche ? Silicagelpulver, das mit Leukomalachit- 
griin beladen ist, wird mit einem ebensolchen Pulver, an dem Trypa- 
flavin haftet, vermengt, und das Gemisch mit einer Bogenlampe belichtet. 
Bei einem ganz bestimmten, sehr kleinen Sauerstoffdruck (0,0018 mm) 
farbt sich der Leukofarbstoff blau. Trotz raumlicher Trennung von 
Sensibilisator (Trypaflavin) und Akzeptor (Leukomalachitgriin) ist eine 
Oxydation des Akzeptors im Licht zu beobachten. Nach Kautsky kommt 
die Fernwirkung durch Diffusion von metastabil angeregten Sauerstoff- 
molekiilen zustande (2) (4). 


Nach R. Weiss (18) entsteht aus Farbstoff und Sauerstoff ein 
HO,-Radikal. Dieser Autor sagt weiter: ,,Es scheint somit méglich, 


TabelleI. Relative Intensitaéten der Hauptlinien des Lichtes 
der Niederdruck-Natriumdampf-Lampe 





Ohne Filter (nach Krefft und Mit 30 cm H.O Mit 30 em H,O und 3mm 
Pirani, Zeitschr. techn. » ais Filter” Ultrarotfilter R.G.9 
Physik 14, 393, 1933) ey von Schott u. Genossen 


| 


589 mu 100 100 0 
, 820 ma 19 9 7 


~~ 
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Tabelle II. 
Photoxydation mit monochromatischem ultraroten Licht. 
Lichtquelle: Na-Lampe, Type Na der Osram A.-G. 
Temperatur: 13°. Gas: Luft. 





a) Kontrolle b) Versuch 


wie a) gesittigt mit 


5eem Aceton mit soviel 
B rahe ; 
rhiosinamin als 


Zusammensetzung der acteriophaophytin, daf 4589 mu 


Lisungen: | fast vollstindig absorbiert 
Akzeptor 
wird 
Belichtung 9 Sauerstoffaufnahme in emm 
Pee eo ea 10 L. () +0 
Hell. 4589 me +4820 me | 
Filter: 30cm H,0. 5 4 ~ 342 
Relative Intensitit : 109 
Dankeli i. Goce 1 t 0 +2 
Hell. 4 820 mu 
Filter: 30 em H,O und ) + 0 — 25 
R.G. 9 3mm. | 5 + 1 — 27 
Relative Intensitat : 7 
Rue. oe ee 10 +1 +0 


Verhaltnis der Intensitaten: 109/7 = 15. Verhaltnis der photochemischen 
Wirkungen: 342/26 13. 


alle Erscheinungen der photodynamischen Oxydationen ohne Annahme 
einer metastabilen aktiven Sauerstoffmodifikation zu erklaren.** Aber 
gesetzt, die Kautskysche Deutung sei, trotz der Einwaénde von 
R. Weiss, richtig, so ist mit ihr noch nichts zur Erklarung der Vor- 
giinge in konzentrierten Akzeptorlésungen gewonnen. Denn in dem 
Versuch mit den getrennten Adsorbaten ist weder die Quantenausbeute, 
noch, die GréBe der anregenden Quanten bekannt. Die Photoxydation 
in Lésungen dagegen gibt auch mit den kleinen Quanten des roten 
Lichtes eine Quantenausbeute von 1 und ist dabei von der Konzen- 
tration des Sauerstoffs unabhangig. Das Bindeglied, das nach Kautsky 
die beiden so grundverschiedenen Experimente unter demselben Ge- 
sichtspunkte zu betrachten erlaubt, ist ein Versuch mit einem Doppel- 
adsorbat. Silicagel wird sowohl mit Trypaflavin als auch mit Leuko- 
malachitgriin belegt. Wird dieses Doppeladsorbat belichtet, so blaut es 
sich bei jeder beliebigen Sauerstoffkonzentration, weil, wie Kautsky 
meint, der angeregte Sauerstoff nur éuBerst kleine Diffusionswege zu 
durchlaufen hat. Aber in einem solchen Praparat besteht selbstverstaénd- 
lich auch die Méglichkeit zu einer direkten Wechselwirkung zwischen 
Sensibilisator und Akzeptor. 

Der auffallende Umschlag von héchster Empfindlickeit zu beinahe 
vollstandiger Unabhangigkeit von der Sauerstoffkonzentration laBt sich 
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daher ebensogut, vielleicht besser, durch eine Anderung der Reaktions- 
weise, eben durch eine Akzeptoraktivierung erklaren. Fiir die Bildung 
von metastabilem Sauerstoff in Lésungen ist also der Kautskysche Grund- 
versuch nicht im geringsten beweisend. 

Kine neue sehr klare Bestétigung meiner Auffassung hat soeben 
K. Weber (19) gegeben. Die Geschwindigkeit des Ausbleichens von 
Chlorophyll im Licht ist von ihm in Gegenwart wechselnder Mengen 
von Akzeptoren quantitativ gemessen worden. Er schreibt: 

..Eine Annahme, da8 durch die angeregten Chlorophyllmolekiile nicht der 
Akzeptor, sondern der Sauerstoff aktiviert wird, ist nicht vereinbar mit diesen 
Versuchsergebnissen ...°'  ,,Diese Versuchsergebnisse lassen sich einwand- 
frei erklaren mit Hilfe der Auffassung, daB8 das durch ein Lichtquant an- 
geregte Chlorophyllmolekiil den Akzeptor in einen aktiven Zustand iiberfiihrt, 
der aktivierte Akzeptor mit dem vorhandenen Sauerstoff ein Peroxyd bildet 
und erst dieses dann oxydierend wirkt .. .** 

Als ein sehr gewichtiges Argument gegen die Akzeptoraktivierung 
wird von Kautsky die Tatsache betrachtet, daB weder die Fluoreszenz 
noch das auBerst schwache Nachleuchten der gelésten Sensibilatoren 
durch die Akzeptoren geléscht wird (5) (10). Was diesen Punkt an- 
betrifft, méchte ich auf die eben erwahnte Arbeit von A. Weber ver- 
weisen. Dieser Autor findet, daB nicht nur die chemisch reagierenden 
Akzeptoren, sondern auch organische Inhibitoren, Substanzen, die eine 
photochemische Reaktion (z. B. das Ausbleichen des Chlorophylls) ohne 
selbst zu reagieren verhindern, groéBtenteils ohne EinfluB auf die Fluor- 
eszenz sind. 

,.Es scheint also zwischen der Fluoreszenz und der Photoxydation kein 
enger Zusammenhang zu bestehen.* 

DaB simtliche angeregten Chlorophyllmolekiile im wesentlichen 
so reagieren, wie die wenigen, deren Reaktionsweise durch Anderungen 
der Fluoreszenz erschlossen werden kann, ist fiir Kautsky ein Grundsatz, 
der einer experimentellen Priifung nicht bedarf, und ein Angelpunkt seiner 
Assimilationstheorie. Nun ist bereits in einfachen Lésungen diese Vor- 
aussetzung sehr anfechtbar, wie erst, wenn es sich um die komplizierten 
Verhaltnisse in der lebenden Zelle handelt! 

Uberblicken wir das in diesem Abschnitt Gesagte, so zeigt sich, daB 
bis heute die Bildung von metastabilem Sauerstoff bei den durch Chloro- 
phyll sensibilisierten Photoxydationen unbewiesen ist. Auch als rein 
hypothetische Annahme versagt er zur Erklirung der wichtigsten 
Versuche. Diese weisen vielmehr sémtlich darauf hin, daB metastabiler 
Sauerstoff dabei tiberhaupt nicht entsteht. 


II. Chlorophylifluoreszenz und Assimilation. 


Die Ausl6schung der Fluoreszenz ist demnach nur ein sichtbarer Indi- 
kator fiir einen Vorgang, der in gleicher Art in weit gr6Berem MaBstab unsicht - 
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bar verliuft und mit Hilfe der photochemischen Quantenausbeute ge- 
messen werden kann‘‘ 

sagt Kautsky (6) bis (10). Auf meinen Einwand (15), daB es fiir diese 
Behauptung bisher keinen Beweis gabe, und dafB sie den quantitativen 
Versuchen von Rk. Emerson und W. Arnold (20) widersprache, ist Kautsky 
nicht eingegangen. Er gibt zu, daB die Vorginge bei der Fluoreszenz- 
ausléschung nur einen sehr kleinen Bruchteil der vorhandenen Chloro- 
phyllmolekiile betreffen. Die Beobachtung der Fluoreszenz kénnte also 
nur dann wesentlich fiir den Assimilationsvorgang werden, wenn be- 
wiesen wiirde, daB die iibergroBe Mehrzahl der nicht fluoreszierenden 
Chlorophyllmolekiile genau auf die gleiche Weise reagiert, d. h. auch mit 
Sauerstoff in Wechselwirkung tritt. Kautsky halt seine Annahme, dies 
sei in der Tat der Fall, aus physikalischen Erwagungen heraus fiir be- 
rechtigt. Aber nicht nur Versuche in vitro (s. oben K. Weber) sondern 
auch die Assimilationsexperimente ergeben das Gegenteil. 

Kautsky sagt, daB ein Blatt in voller Assimilationstitigkeit nur 
wenig Fluoreszenz zeigt, weil die Energie nicht fiir Fluoreszenz sondern 
fiir die Assimilation verbraucht wird. R. Emerson bemerkt zu diesem 
Punkt in einem umfassenden Artikel iiber neuere Assimilations- 
arbeiten (20) unter anderem: 

»,Here he (Kautsky) displays a serious lack of appreciation of the energy 
relations in photosynthesis. At a light intensity which will support maximal 
photosynthesis, only a fraction of the absorbed light is being utilized for 
carbon dioxide reduction, and there is surely plenty of absorbed energy 
available to account for a strong fluorescence. The proportion of energy 
being used for photosynthesis will depend on the intensity of illumination. 
By a careful choice of intensity, it might be possible to use as much as one 
fifth of the absorbed light for photosynthesis, and still preserve maximal 
activity ... This does not agree at all with Kautskys description, so the 
writer is inclined to believe... that the changes in fluorescence which 
Kautsky has been studying have nothing to do with photosynthesis.“ 

Die Voraussetzung, daB alle Chlorophyllmolekiile einer griinen Zelle 
sozusagen gleichberechtigt seien, leitet Kautsky aus den Versuchen von 
O. Warburg und E. Negelein [vgl. (16) und (20)] ab. In den bekannten 
Versuchen vén Warburg und Negelein, bei denen die bisher héchste 
Ausbeute, die man fast als theoretisch bezeichnen kénnte, gemessen 
wurde, sind die Pflanzen durch besondere Ziichtung und den Kunstgriff, 
mit niedrigen Intensitaten zu belichten, in die Lage versetzt worden, alles 
Licht fiir die Assimilation ausnutzen zu kénnen. Normalerweise ist aber, 
wie Emerson mit Recht betont, ein groBer Teil des Chlorophylls assimilato- 
risch unwirksam, d. h. die von diesen Molekiilen absorbierte Lichtenergie 
hat Gelegenheit, auf beliebigen anderen Wegen zerstreut zu werden. 
Andererseits miissen die assimilatorisch wirksamen Chlorophyllmolekiile, 
wie K. Wohl und ich neulich auseinandergesetzt haben (16), unbedingt 
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in einem gewissen Verbande zusammengeschlossen sein, da anders die 
Ausbeuten bei den Versuchen von Warburg und Negelein, Emerson und 
Arnold, Willstdtter und Stoll, Arnold und Kohn nicht erklart werden 
kénnen. Und gerade fiir dieses Zusammenwirken sind die beobachteten 
Eigenschaften des Chlorophylls, Energiequanten nicht auf Sauerstoff 
sondern auf andere organische Molekiile iibertragen zu kénnen, un- 
entbehrlich. od 


Auf Grund eingehender Versuche findet Kautsky (8), daB Kohlen- 
sdure in normalen Konzentrationen ohne jeden EinfluB auf die Fluoreszenz 
ist und schlieBt daraus, daB die Lichtenergie niemals auf die Kohlensaure 
iibertragen wird. Andererseits soll ein gut assimilierendes Blatt sich von 
einem schlecht oder gar nicht assimilierenden durch das Fluoreszenz- 
verhalten sichtbar unterscheiden. Emerson bemerkt hierzu: 

,, But at low concentrations, from zero to one per cent, where the amount 
of energy actually used for carbon dioxide reduction varies from zero to the 
maximum, the behavior of fluorescence is unaltered. Here it is clear that the 
amount of energy being used to reduce carbon dioxide varies greatly, without 
influencing fluorescence. *‘ 

GroBen Wert legt Kautsky der Beobachtung bei, daB 10-* molares 
Phenylurethandie Tilgung der Fluoreszenz durch Sauerstoff verhindert (10). 
Auch die Assimilation wird (wie viele andere Reaktionen in der Zelle) 
durch Urethan gehemmt. Diese Parallele besagt, daB wohl alles Chloro- 
phyll in der Zelle an Grenzflachen gebunden ist — aber sie sagt nicht mehr. 

Die Intensitétsschwankungen der Fluoreszenz zu Beginn der Be- 
lichtung eines lebenden Blattes sollen ein sichtbarer Ausdruck fiir die 
beginnende Assimilationstatigkeit sein. Der naheliegende Kontroll- 
versuch, ob diese Erscheinungen iiberhaupt etwas mit der Lebens- 
tatigkeit der Pflanze zu tun haben, fehlt bei Kautsky. Er ist jedoch von 
J. Franck und H. Levy (17) ausgefiihrt worden. Sie fanden, daB ein 
alkoholischer Blattauszug bei plotzlicher Belichtung einen Fluoreszenz- 
anstieg und Abfall zeigt, der dem im Blatt beobachteten recht ahnlich 
ist. Es ware also zunachst einmal notwendig, die Ursache dieser Fluor- 
eszenzschwankungen in Lésungen aufzuklaren, bevor man behauptet, 
diejenigen im Blatt wiirden speziell durch die Assimilation hervorgerufen. 


Ill. Assimilation und Sauerstoff. 


Der fiir die Assimilationsreaktion nach Kautsky notwendige Sauer- 


-stoff soll dissoziabel an Chlorophyllmolekiile gebunden sein (10). Ferner 


wird vorausgesetzt (siehe Abschnitt IT), daB alle Chlorophyllmolekiile 
gleich wirksam sein sollen. Demnach miiBte eine griine Zelle mindestens 
ebensoviel Sauerstoff wie Chlorophyll gebunden enthalten, und eine 
Bestimmung des Chlorophyllgehalts mittelbar mit Hilfe der Gasanalyse 
moéglich sein. Kautsky sagt (10): 
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. Ist, wie wir aus unseren Versuchen schlieBen, die Konzentration an 
(Ch)O, maBgebend fiir die Fluoreszenztilgung, dann folgt, da bei einer 
Temperatur von 20° und einer Konzentration von 0,5° Sauerstoff das 
Gleichgewicht bereits ganz zugunsten der Bildung von (Ch)O, verschoben, 
die Oberfliche mit Sauerstoff gesattigt ist; denn eine weitere Erhéhung des 
Sauerstoffdruckes andert nichts mehr an dem Grad der Fluoreszenzaus- 
léschung. Unterhalb der Konzentration von 0,5 % bei etwa 0,01 % erscheint 
die Anfangsfluoreszenz wesentlich heller. Bei dieser geringen Konzentration 
ist im Dunkelgleichgewicht nur noch ein Bruchteil der vorhandenen (Ch) 
mit Sauerstoff besetzt. Vollkommen in seine Bestandteile dissoziieren 
muB (Ch)O,, sobald die Sauerstoffkonzentration ideal 0 geworden ist. Wir 
sehen bereits, bei Verwendung unseres reinen Stickstoffs, vom Belichtungs- 
beginn an die durch Sauerstoff nicht mehr sichtbar beeinfluBte, unter den 
Versuchsbedingungen maximal erreichbare Fluoreszenz des(Ch)-Komplexes. ** 

Konsequenterweise sollte — falls die Fluoreszenzanderungen tiber- 
haupt etwas mit der Assimilation zu tun haben — in einer Stickstoff- 
atmosphare die Assimilation herabgesetzt sein und schlieBlich, wenn 
praktisch alles (Ch) O, dissoziiert ist, ganz erléschen. Eine Sauerstoff- 
verbindung des Chlorophylls, die bei 0,5 °, Sauerstoff in Stickstoff bereits 
zu dissoziieren beginnt, muB in Gegenwart von Sauerstoff-Absorptions- 
mitteln soweit zerfallen, daB sich nach plétzlicher Belichtung eine 
charakteristische Assimilationsanstiegskurve ergibt. 

Versuche iiber die Assimilation im sauerstoffarmen oder sauerstoff- 
freien Milieu gibt es eine ganze Anzahl — der zu erwartende Effekt ist 
nicht vorhanden. Ich habe neulich gezeigt, daB stundenlanges Verweilen 
der Pflanzen (mikroskopisch kleine Algen) im Dunkeln unter Stickstoff, 
zum Teil in Gegenwart von Phosphor als Sauerstoffabsorptionsmittel, 
den Beginn der Assimilation gegeniiber den Kontrollen nicht im geringsten 
andert (15). Ahnliche Versuche sind von Emerson mit dem gleichen, 
absolut negativen Resultat ausgefiihrt worden (20). Erst wenn man die 
Lebensbedingungen durch Anwendung sehr dichter Zellsuspensionen 
kiinstlich noch mehr verschlechtert, zeigen sich sekundare stérende Ein- 
fliisse der Anaerobiose, die an die bekannten Beobachtungen von Will- 
stiitter und Stoll erinnern. So entscheidend Versuche dieser Art fiir die 
Sauerstoffhypothese sind, so begniigt sich Kautsky damit, darauf hinzu- 
weisen, daB Blatter, die 48 Stunden in reinem Stickstoff gehalten worden 
waren, beim Erwarmen auf 45° etwas Sauerstoff abzugeben vermdgen. 

,.Wir haben Versuche angestellt, die zeigen, daB auch im Falle der 
Gaffronschen Versuche auBerste Vorsicht beziiglich der sich aus ihnen er- 
gebenden Schliisse am Platze ist: Leiten wir iiber eine gréBere Anzabl 
Blatter der Parietaria ramiflora 48 Stunden lang im Dunkeln einen Stickstoff- 
strom, dessen Sauerstoffpartialdruck mit Sicherheit unter 1. 10-*mm Hg 
hetrigt,so geniigt bereits ein Erwirmen des Blattes unter vollkommenem, fort - 
gesetztem LichtausschluB auf 45°, um festzustellen, da durch diese Tem- 
peraturerhéhung von den Blittern Sauerstoff in Freiheit gesetzt wird.“ 

Kautsky tibersieht, daB kompliziert gebaute Blatter, die aus mehreren 
Zellschichten, chlorophyllfreien und chlorophyllhaltigen, und_ vielen 
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Interzellularen bestehen, in dieser Beziehung mit einzelligen Algen von 
1 bis 34 Durchmesser tiberhaupt nicht verglichen werden kénnen. 
Die Kurven in Abb. 4 und 5 in der Arbeit (15), auf die sich die eben 
zitierten Einwande beziehen, lassen ohne weiteres erkennen, dal nach 
langer Anaerobiose bei plétzlicher Belichtung gerade das Gegenteil von 
dem eintritt, was nach der Sauerstoffhypothese zu erwarten ware. Voile 
Assimilationsgeschwindigkeit diirfte erst nach einer Zeit von 5 bis 
10 Minuten, d. h. nach der Entwicklung von 50 cmm Sauerstoff und 
dessen Bindung im Assimilationsapparat erreicht werden. In Wirklich- 
keit setzt die ganze Assimilationstétigkeit ohne Verzégerung sofort ein, 
erst dann wird der sich bildende Assimilationssauerstoff durch die an 
Sauerstoffmangel leidenden Zellen gierig aufgenommen, ein sekundarer 
Vorgang, der mit der Assimilationsreaktion selbst nichts zu tun hat. 

SchlieBlich sei darauf hingewiesen, das es verschiedene Arten 
von Bakterien gibt, die einen dem Chlorophyll verwandten Farbstoff 
enthalten, und die mit Hilfe dieses Farbstoffes photochemisch Kohlen- 
sdure reduzieren. Diese Bakterien brauchen keinen Sauerstoff und bilden 
keinen Sauerstoff. Die vom Bakteriochlorophyll absorbierte Licht- 
energie wird hier natiirlich nicht auf Sauerstoff tibertragen. Eine 
Tatsache, die Kautsky bisher voéllig unbeachtet gelassen hat. 

Jeder einzelne der in dieser Mitteilung besprochenen Einwande ware 
geeignet, die Sauerstoffhypothese der Assimilation zu Fall zu bringen. 
Im Zusammenhang betrachtet, lassen sie erkennen, daB es bis jetzt 
keinen Versuch gibt, der die Bildung und Beteiligung metastabilen 
Sauerstoffs bei der Assimilation wahrscheinlich macht. 
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Uber die Natur des Kohlenhydrats im Lactalbumin. 


Von 


Margrethe Sdérensen. 
(Aus dem Carlsberg Laboratorium in Kopenhagen. ) 
(Eingegangen am 29. Juli 1936.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer frither ver6ffentlichten Abhandlung! itiber die Bestimmung 
des Kohlenhydratgehalts von Proteinen wurde mitgeteilt, daB ein gut 
gereinigtes Lactalbuminpraparat 0,44°, Kohlenhydrat enthalte und 
daB dieses Kohlenhydrat Galaktose sei. 

A.H. Palmer® hat gezeigt, daB die gewéhnlich als Lactalbumin 
bezeichnete Substanz in ein leicht kristallisierbares Protein mit den 
meisten der Eigenschaften eines Globulins, und in einen nicht kristallini- 
schen Anteil, das Lactalbumin, zerlegt werden kann. 

Bei den Versuchen iiber die Fraktionierung der Milchproteine, 
die in den beiden letzten Jahren in diesem Laboratorium ausgefiihrt 
wurden und spater veréffentlicht werden sollen, wurde gefunden, dab 
nicht nur das von Palmer beschriebene Globulin, sondern auch andere 
Fraktionen von Lactalbumin kristallisiert werden kénnen. AufBerdem 
wurde eine sehr kleine Fraktion aufgefunden, die besonders reich an 
Kohlenhydrat ist® und sich daher zur Bestimmung von dessen Natur 
eignet. Art und Menge dieses Kohlenhydrats wurden mit Hilfe der 
in der oben erwahnten (l.c.) Abhandlung ausfiihrlich beschriebenen 
Orcinmethode bestimmt. Hierbei stellte sich bald heraus, daB das in 
dieser kleinen Fraktion enthaltene Kohlenhydrat nicht aus Galaktose 
allein bestehen kénnte, und es erhob sich nun die Frage, ob es sich um 
Lactose oder um Galaktose + Mannose handelte. 

Wie in Abb. 1 gezeigt, liefert diese Fraktion des Lactalbumins bei 
der Analyse Zeitkurven, welche im Anfang ihres Verlaufes den Kurven 
von Galaktose +- Mannose gegeniiber genau die zu erwartende ,,Ver- 
zogerung’’ zeigen, waihrend sie spater (in den letzten drei Kurven- 
punkten) vollstandig mit diesen iibereinstimmen. Eine derartige ,,Ver- 
zogerung®’ zeigt sich wohl auch beim Vergleich der Lactalbuminkurven 
mit den Kurven der Lactose, tritt aber hier nur beim ersten Kurvenpunkt 
auf. Schon beim zweiten (10 Minuten) liegen sowohl die mit Filter 8 53 


1 Margrethe Sérensen u. G. Haugaard, diese Zeitschr. 260, 247, 1933; 
C. r. Lab. Carlsberg 19, Nr. 12, 1933. — 2? A. H. Palmer, J. of biol. Chem. 
104, 359, 1934. —- ? Der Kohlenhydratgehalt aller Fraktionen wird gleich- 
zeitig mit den Fraktionierungsversuchen ver6ffentlicht werden . 
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als auch die mit Filter S 47 gewonnenen Kurvenpunkte tiber den ent- 
sprechenden der Lactose. Spater fallen zwar die 8S 53-Kurven von 
Lactalbumin und Lactose zusammen, die 8 47-Kurve der Lactose 
aber zeigt auch weiterhin einen viel steileren Verlauf als die des Lact- 
albumins. Alle diese Umstinde stiitzen die Annahme, da das im Lact- 
albumin enthaltene Kohlenhydrat aus gleichen Teilen von (Galactose 
und Mannose bestehe. Eine durch Vergleich mit einer Konzentrations- 
kurve fiir Galaktose + Mannose durchgefiihrte Mengenbestimmung 
ergibt einen Kohlenhydratgehalt von 7,02 °, fiir die betreffende Lact- 
albuminfraktion. 


Der Umstand, da8 bei der friiheren Bestimmung Galaktose statt 
Mannose + Galaktose gefunden wurde, ist zweifellos folgendermaBen 
zu erklaren: Bei der Kohlenhydratbestimmung wird die Substanz 
mit Schwefelsaure erhitzt, 
wobei jede Probe von | 
Lactalbumin oder Lact- — ;,! 
globulin eine gelbe oder 
gelbgriine Lésung ergibt, 
welche im Lichtbiindel des 
Stufenphotometers eine 
mehr oder weniger inten- 
sive griinliche Fluoreszenz 
zeigt. Werden dagegen die- 
selben Proben auBer mit 
Schwefelsaure mit Orcin 
versetzt, so bleibt, wie 
wiederholt beobachtet wer- 
den konnte, die sonst nach ; 
dem Erhitzen auftretende ° ” ne sain 
Fluoreszenz aus, oder sie mae ; et wT 
tritt zumindest viel schwa- X Lactose. 
cher auf, als in den nur mit Schwefelsiure erhitzten Proben. 





Extinktion 
Ss 
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Kine der Grundlagen der stufenphotometrischen Kohlenhydratbe- 
stimmung nach der Orcinmethode besteht nun darin, daB die Farbe, 
welche die untersuchte Lésung durch die Einwirkung der Schwefelsaure 
auf die organische Substanz annimmt, kompensiert wird durch die 
Farbe der Vergleichslésung, welche mit Ausnahme von Orcin alle Be- 
standteile der untersuchten Lésung enthalt. Diese Grundbedingung ist 
jedoch nicht erfiillt, wenn beim Erhitzen mit Schwefelsaure fluores- 
zierende Substanzen gebildet werden. Die Bestimmung ist dann mit 
einem Fehler behaftet, dessen Bedeutung natiirlich um so gréBer wird, 
je armer an Kohlenhydrat die betreffende Substanz ist, da man dann 
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dazu gezwungen wird, mit sehr groBen Proteinkonzentrationen zu 






arbeiten, um die Intensitaét der roten Farbe, welche abgelesen werden 






soll, innerhalb des brauchbaren Bereichs zu halten. Wird daher, wie 
in den friiheren Bestimmungen, die Analyse mit einem kohlenhydrat- 
armen Lactalbumin durchgefiihrt, so tritt in der Vergleichslésung 
starke Fluoreszenz auf; die kohlenhydratreiche Fraktion dagegen 
kann in wesentlich geringerer Konzentration angewendet werden, 
was die stérende Fluoreszenz vermindert. Die friiheren Bestimmungen 
sind daher mit weit gréBeren Fehlern behaftet, als die vorliegenden 
Analysen der besonders kohlenhydratreichen Fraktion des Lactalbumins. 

































Bei Bestimmungen mit dem Filter S 47 treten diese Fehler viel 
mehr hervor als bei Benutzung des Filters S 53, und sie betreffen daher 
mehr die Bestimmung der Art, als die der Menge des Kohlenhydrates. 
Bei der Kohlenhydratbestimmung in einer sehr kohlenhydratarmen 
Fraktion — z. B. Palmers Globulin — erhalt man bei Verwendung des 
Filters S$ 53 eine sehr geringe positive Extinktion, wahrend die starke 
Fluoreszenz bei Filter S 47 eine negative Extinktion ergibt, d.h. die 
Vergleichsl6sung absorbiert mehr Licht, als die analysierte Probe. 
Wenn man daher das urspriingliche, nicht fraktionierte Lactalbumin 
analysiert, so bewirkt dessen hoher Gehalt an kohlenhydratarmen 
Fraktionen, da man, besonders bei Verwendung von S 47, zu niedrige 
Werte erhalt. Die S 47-Werte (£,) fallen also im Verhiltnis zu den 
S 53-Werten (#,) zu niedrig aus, ebenso die Quotienten £,/£,, und dies 
bewirkt, daB man Galaktosekurven statt der fiir Galaktose + Mannose 
charakteristischen bestimmt zu haben glaubt. 











Lactalbumin und Lactglobulin miissen einen Bestandteil enthalten, 
i der beim Behandeln der Substanz mit Schwefelsaéure das Auftreten 
von Fluoreszenz bewirkt, und ich habe, um die Natur dieses Bestandteils 
zu erforschen, gepriift, welche der in den beiden Proteinen enthaltenen 
Aminosiuren unter den Bedingungen der Analyse fluoreszierende 
Lésungen geben. Folgende Aminosduren wurden untersucht: 


Glycin Phenylalanin Lysin 
Alanin d, l-Serin d-Arginin 

3 d, 1-Valin Cystin d, 1-Prolin 

vs Leucin Asparagin 1-Histidin 
1-Tyrosin Glutaminsaure 1-Tryptophan 


Bei 20 Minuten langem Erhitzen mit der zur Kohlenhydrat- 
bestimmung verwendeten Schwefelsiure auf 80° ergaben alle diese 
Aminosiuren absolut farblose, vollstandig fluoreszenzfreie Loésungen, 
mit Ausnahme von I|-Tryptophan. Dieses lieferte auch ohne Erhitzen 
gelbe Lésungen, die intensiv griin fluoreszierten und bei der Bestimmung 
im Stufenphotometer eine geringe Extinktion mit 8 53 und eine be- 
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u deutend starkere mit S47 zeigten. Wurden die Tryptophanlésungen 
n auBer mit Schwefelsiure auch mit Orcin in den bei der Kohlenhydrat- 
ie bestimmung iiblichen Mengen versetzt, so war die Fluoreszenz bedeutend 
t- weniger ausgepragt und der Extinktionsunterschied kaum meBbar. 
ig Lactalbumin wird allgemein als das tryptophanreichste Protein be- 
n zeichnet und sein Gehalt an dieser Aminosadure wird auf bis zu 3°, 
A; angegeben!. Berechnet man hiernach aus den in den friiher mitgeteilten 
1 Analysen angewendeten Lactalbuminmengen die Menge des in den 
n Analysenproben vorhandenen Tryptophans, so ergibt sich diese Menge 
8. ; zu 0,7 mg. DemgemaB wurden Versuche mit einer Tryptophanlésung 
al angesetzt, welche pro ccm 0,7 mg enthielt. 
oy Die Ansitze bestanden aus je 1 cem Tryptophanlésung + 2 cem Orein- 
: losung + 15cem der Reaktionsschwefelséiure; sie wurden 20, 25 und 
ae 30 Minuten lang erhitzt und im Stufenphotometer gegen Vergleichslésungen 
” gemessen, welche aus | cem Tryptophanlésung + 2cem verd. Schwefel- 
PS siure + 15 cem der Reaktionsschwefelsiure bestanden und im iibrigen genau 
ce gleich behandelt worden waren. Gleichzeitig wurde die Farbe bestimmt, 
io welche die Orcinlésung allein beim 20, 25 und 30 Minuten langen Erhitzen 
mit der Reaktionsschwefelsiure annimmt. Das Ergebnis dieser Bestim- 
: . mungen ist in den folgenden Tabellen zusammengefaBt. 
in 
n Tryptophanextinktion Extinktion der Orcineigenfarbe 
ze S53 S47 ae 1 ee 
n ° € . .¢ 
LS. Rea a ee + 0,011 — 0,032 + 0,026 + 0,065 
” Ee ee — 0,003 — 0,056 + 0,014 + 0,055 
se Ue ot a a ne % + 0,004 + 0,017 + 0,018 + 0,081 
. Tryptophan selbst hat also eine Extinktion von: 
; S 53 + 0,0 0,026 0,015 
n 20 Minuten ; 53 1 ee AS 
| \S 47 — 0,032 — 0,063 0,095 
is ~ ~ 
MESES S 53 — 0,003 — 0,014 0,017 
. 25 Minuten i 4 ? . : 
n US 47 — 0,056 — 0,055 - -O,111 
e P . S 5é 0,004 0.018 = - 0,014 
| 30 Minuten | . 3 as : 
(S47 + 0,017 — 0,081 = —- 0,064 
Korrigiert man die seinerzeit mitgeteilten Lactalbuminbestim- 
mungen? mit Hilfe dieser Werte, so erhalt man fiir Lactalbumin folgende 
Extinktion : 
. S53 0,504 - 0,015) = 0,519 
20 Minuten | re we ( AS) - 
(S47 0,959 — (— 0,095) = 1,054 
= ae: $53 0,466 — 0,017) = 0,483 
it- 25 Minuten | : 53 ( 4) : 
(S47 1,028 — (— 0,111) = 1,139 
-_ 
‘ S53 0,488 - 0,014) = 0,502 
n 30 Minuten dp a ( : am 
, (S47 1,172 — (— 0,064) = 1,236 
on 
a ! H. Fasal, diese Zeitschr. 44, 392, 1912. — ? Die den auf Abb. 20 
“ der zitierten Abhandlung (diese Zeitschr. 260, 247, 1933; C. r. Lab. Carls- 
ie - 






berg 19, Nr. 12, 1933) gegebenen Kurven zugrunde liegen. 
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Zeichnet man diese korrigierten Werte in die alte Kurventafel 
ein (siehe Abb. 2), so zeigt sich, daB die S 53-Kurve nicht wesentlich 


verschoben wird, wohl aber die Kurve fiir S 47, die bedeutend héher 


zu liegen kommt. Die Korrektur fiir den nach 30 Minuten Erhitzen 
gefundenen Kurvenpunkt ist viel geringer als die anderen Korrekturen 
(da der fluoreszierende Stoff hier zersetzt zu werden beginnt), wodurch 
dieser Punkt, der seinerzeit zu hoch ausgefallen war, sich jetzt in den 
normalen, allmahlich steigenden Kurvenverlauf einfiigt. Die Quotienten 
E,/E, werden natiirlich durch diese Korrektion gleichfalls vergréBert, 
so daB das gesamte Kurvenbild nun nicht mehr dem der reinen Galaktose, 
sondern viel eher dem von Mannose -+- Galaktose entspricht. 
15, Die Lactalbuminfraktion, welche zur 
| Kohlenhydratbestimmung beidem auf Abb. 1 
der vorliegenden Abhandlung dargestellten 
es 547 Versuch verwendet wurde, enthalt zwar auch 
Bo oa | etwas Tryptophan, da aber ihr Kohlen- 
hydratgehalt so groB ist, konnte die Kon- 
| zentration des Proteins und damit die des 
| Tryptophans so niedrig gehalten werden, 
daB die kaum bemerkbare Fluoreszenz bei 
der Bestimmung keine Rolle spielte. 





| 
| 


2 30 Min. Die erwahnte Abhandlung von Margrethe 
Abb. 2. o Galaktose. Sdrensen und G. Haugaard fiihrt neben Lact- 
- oe are korr, #!bumin auch Casein als Beispiel fiir ein 
kohlenhydrathaltiges Protein an, und auch 

fiir Casein wird, wie fiir Lactalbumin, ein geringer Gehalt von 
Galaktose angegeben. Auch im Falle des Caseins hatte man, wie 
erwahnt, mit der Schwierigkeit zu kaémpfen, daB die verarbeiteten 
Lésungen stark fluoreszierten. Die hier mitgeteilten Beobachtungen 
an Lactalbumin machen es sehr wahrscheinlich, daB auch das 
Kohlenhydrat des Caseins nicht reine Galaktose ist. Ich habe 
jedoch bis jetzt noch nicht Gelegenheit gehabt, eine eventuell durch 
Fraktionieren des Caseins zu erhaltende Fraktion zu untersuchen, deren 
hoher Kohlenhydratgehalt ihre Anwendung in so geringen Konzen- 
trationen erméglichte, daB der Tryptophangehalt die Bestimmung 
der Art des betreffenden Kohlenhydrats nicht stéren kénnte. Es ist 
daher gegenwartig kaum méglich, mit Hilfe der Orcinmethode zu ent- 
scheiden, welches Kohlenhydrat als Bestandteil des Caseins auftritt. 

















—_ a 2 2a te fete fe 


4 


fe] 
ich 
her 
ren, 
ren 
rch 
len 
fen 
Tt, 


se, 


cur 
1 
en 
ch 
n- 
n- 


ig 
st 
b. 
t. 








Atmung und Glykolyse in normaler und pathologisch 
veranderter Haut, insbesondere mit Hinblick auf Psoriasis. 
Von 
Arne Buhmann, 

(Aus dem Medizinisch-Physiologischen Institut der Universitat und der 
dermatologischen Abteilung des Kommunehospitals, Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 29. Juni 1936.) 

Mit 3 Abbildungen im Text. 


Da man iiber die Prozesse in der Haut, welche die psoriatischen Ver- 
anderungen hervorrufen und unterhalten, wenig unterrichtet ist, habe 
ich den Sauerstoffverbrauch und die Glykolyse in Haut von Psoriasis- 
flecken und in normaler Haut untersucht. Van Kerckhoff meint, eine 
herabgesetzte Oxydation in der psoriatisch verénderten Haut festgestellt 
zu haben, und baut hierauf eine Theorie iiber die Pathogenese der Pso- 
riasis auf. Wenn man aber die starke Hypertrophie des Rete Malpighii 
(Akanthose) bei der Psoriasis beriicksichtigt, sowie die damit in Ver- 
bindung stehende erhéhte Neubildung von Epide:miszellen, ist eine 
verminderte Oxydation von vornherein nicht wahrscheinlich. 

Es liegen Untersuchungen verschiedener Verfasser tiber die Atmung 
und die Glykolyse in Tierhaut sowie in Menschenhaut vor. Diese Unter- 
suchungen sind ebenso wie die meinigen mit der von Otto Warburg an- 
gegebenen manometrischen Technik ausgefihrt. 


Resultate friiherer Untersuchungen. 


Gessler hat Untersuchungen mit Schweinehaut (Epidermis und Corium) 
vorgenommen; den Sauerstoffverbrauch gibt er pro mg Stickstoff an, 
seine absoluten Zahlen haben daher in diesem Zusammenhang kein Interesse. 
Er fand bei aseptischer Entziindung eine Zunahme des Sauerstoffverbrauchs 
von 36 bis 77%. 

Gans gibt fiir die Sauerstoffatmung in normaler Haut sehr schwankende 
Werte von Qo, an, und zwar von — 0,20 bis — 2,59. Fiir die Sauerstoff- 
atmung in pathologisch verinderter Haut findet er folgende Werte (in den 
Klammern sind vergleichende normale Werte von naheliegenden oder 
symmetrischen Stellen angefiihrt, sowie an zweiter Stelle das Verhaltnis 
zwischen dem Sauerstoffverbrauch in pathologischer und in normaler Haut): 
Frische Psoriasis: — 3,38 (— 0,80, 4,2), alte Psoriasis: — 1,20 (— 0,46, 2,6), 
Cancroid: — 3,46 (— 1,78, 1,94), trockener Lupus: — 2,74 (— 1,77, 1,54), 
verrucéser Lupus: — 3,08 (— 2,59, 1,1). Gans hat keine Bestimmungen der 
Glykolyse. Er gibt nirgends an, wieviel Bindegewebe und Hornschicht in 
seinen Hautschnitten enthalten war. Es ist anzunehmen, da die Atmung 
groBer ist, je gréBer die im Schnitt enthaltene Menge lebender Epidermis ist ; 
die tote Hornschicht hat keine, das Bindegewebe im Corium nur eine sehr 
geringe, von der Anzahl der Zellen abhingige Atmung. Es ist daher ein- 
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leuchtend, dafZ man bei einer Bestimmung der Sauerstoffatmung und de: 
Glykolyse beriicksichtigen mub, wie viel lebende Epidermis im Hautschnitt 
enthalten ist. 

Wohlgemuth und Klopstock haben normale Werte fiir Sauerstoffatmung 
und anaerobe Glykolyse in Menschenhaut bestimmt, teils an bei Operationen 
entfernter Haut, teils an Leichenhaut, 1 bis 60 Stunden post mortem. Sie 


fanden bei 37,5° folgende Werte: Bei Operationshaut: Qo, — 1,0 bis — 3,8, 
Durchschnitt von 10 Bestimmungen — 2,1; Qy? + 3,5 bis + 11,6, Durch- 
schnitt von 4 Bestimmungen + 6,0. Bei Leichenhaut: Qo, — 0,88 bis 

- 3,8, Durchschnitt von 14 Bestimmungen — 2,0; Qy? + 1,4 bis + 5,9, 


Durchschnitt von 5 Bestimmungen + 3,4. Die angefiihrten Werte beziehen 
sich auf die obere Hautschicht; bei tiefer gelegenen Hautschichten wurden 
wegen des gréBeren Gehalts an Bindegewebe wesentlich niedrigere Zahlen 
gefunden. Versuche zur Bestimmung der aeroben Glykolyse verliefen unregel- 
mabig, mit sehr schlechten Manometerausschlagen und zeigten nur kleine 
Werte fiir QP. 


Eigene Versuche. 


Die Versuche sind saimtlich mit Menschenhaut ausgefiihrt, welche in 
vivo entfernt wurde, auf gleiche Weise, wie man einen Lappen zur Trans- 
plantation nach Thiersch ausschneidet. Die Schnitte waren im allgemeinen 
regelmaBig. Bei normaler Haut habe ich nicht versucht die Hornschicht zu 
entfernen. Die Psoriasispatienten waren alle unbehandelt, mit Ausnahme 
von Versuch 14, wo acht Quarzlichtbader verabfolgt waren. Von den 
Psoriasisflecken wurden die Schuppen méglichst sorgfaltig mit scharfem 
LOffel entfernt, bisweilen nach Erweichen mit Vaseline; in Versuch 3 wurden 
die Schuppen nicht entfernt. Nach Beseitigung der Schuppen war das Rete 
Malpighii entbl6Bt. Andasthesie wurde nur in Versuch | angewandt. Etwa in 
der Halfte der Versuche wurde die Haut leicht mit Alkohol und Ather ab- 
gewaschen, bei Psoriasis, bevor die Schuppen entfernt wurden. Es scheint 
fiir die Resultate keine Rolle zu spielen, ob man diese leichte Desinfektion 
vornimmt oder nicht. Der Hautlappen wurde in kleine Stiicke geschnitten, 
um Aufrollen zu vermeiden, und um ihn leichter im Atmungstrog anbringen 
zu kénnen. Ein oder zwei willkiirlich gewahlte Stiickchen wurden zur Mikro- 
skopie angewandt. Stiickchen mit festhangenden Blutpartikeln wurden nicht 
zu Versuchen benutzt. 

Die Lappen wurden bis zu Beginn des Versuchs (2 bis 3 Stunden nach 
Entfernung der Haut) bei Zimmertemperatur in Ringerlésung aufbewahrt. 
Es wurden Bestimmungen der Sauerstoffatmung und der anaeroben Glykoiyse 
vorgenommen. Die Atmung fand in reinem Sauerstoff unter gleichzeitiger 
Kohlensiureabsorption statt, die Glykolyse in Stickstoff mit 5% CQs,. 
Die angewandten Ringerlésungen wurden nach Warburgs Angaben hergestellt. 
Die Versuchstemperatur war in Versuch | bis 16 37,6°, in den iibrigen Ver- 
suchen 37°. 

Zur Berechnung von Qo, und Qs? wurden im allgemeinen die Druck- 
verinderungen im Laufe 1 Stunde gemessen. Innerhalb dieser Zeit sind 
die Ablesungen fiir jede 15-Minutenperiode ziemlich konstant, wenn auch, 
besonders was die Sauerstoffatmung betrifft, vom Anfang bis zum Ende des 
Versuchs eine fallende Tendenz besteht; 4 bis 5 Stunden nach Entfernung 
der Haut, manchmal sogar friiher, fiel die Sauerstoffatmung stark, mitunter 
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bis auf Null. Die anaerobe Glykolyse war vom Anfang bis zum Ende des 
Versuchs wesentlich konstanter. 

Nach dem Versuch wurden die Schnitte kurz in destilliertem Wasser 
abgespiilt und bei 105° bis 110° getrocknet, worauf das Trockengewicht auf 
der Mikrowaage festgestellt wurde. 

Die Schnittdicke war bei normaler Haut 0,05 bis 0,15 mm, bei psoria- 
tischer Haut 0,1 bis 0,3 mm, in einem Einzelfalle (Versuch 21), 0.5 mm, bei 





Abb. 2. Psoriasis (Versuch 11) 





Abb. 3. Neurodermitis (Versuch 5). 


anderer pathologisch veranderter Haut 0,1 bis 0.4mm, im allgemeinen 
etwa 0,2 mm. 

Nach dem mikroskopischen Praparat wurden Mikrophotographien 
(70 Mal vergréBert) hergestellt; von diesen Mikrophotographien wurden 
Stratum corneum, lebende Epidermis und Corium jedes fiir sich ausge- 
schnitten und das Gewicht jedes dieser Anteile auf der Mikrowaage fest- 
gestellt. Auf diese Weise wurde der im ganzen Hautlappen enthaltene 
Prozentteil lebender Epidermis ausgerechnet. 
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. r +s No . 
Die gefundenen Werte fiir Qj, und Q4? wurden nach dieser Ausrechnung 


‘ 
Werte, die man finden wiirde, wenn der ganze Hautlappen aus lebender 
Epidermis bestanden hatte. Diese Korrektion kann nur sehr grob sein, 
besonders weil das Corium immerhin einige Zellen enthalt, die auch einen 
respiratorischen Stoffwechsel haben. Bei normaler Haut spielt dieser Um- 
stand keine groBe Rolle, in psoriatisch verinderter Haut aber enthialt das 
Corium oft gar nicht wenige Zellen, und in diesem Falle entsprechen die 
unkorrigierten Werte sicher den tatsachlichen Verhaltnissen besser als die 
korrigierten. 


korrigiert ; Qj, korr. und Qf korr. bezeichnen in den Tabellen demnach die 


Es ist bekannt, daB im Epithel der psoriatisch veranderten Haut oft 
Leukocyten enthalten sind, mitunter in der Form von Mikroabszessen. 
Man weiB, daB die Leukocyten einen ziemlich hohen respiratorischen 
Stoffwechsel und eine hohe Glykolyse haben. Fleischmann und Kubowitz 
geben fiir Leukocyten aus einem sterilen Exsudat bei einem Kaninchen 


folgende Werte an: Qo, 3,5 bis — 4,8 und Q\? + 13 bis + 32. Ein er- 
héhter Leukocytengehalt der Epidermis wiirde demnach die Werte 
wesentlich erhéhen kénnen. Ich habe indessen nur ein paar Mal einen 
vereinzelten MikroabszeB im Epithel nachweisen kénnen, in einigen 
wenigen Fallen war eine kleine Menge Leukocyten vorhanden, in den 
meisten Fallen iiberhaupt keine. 

AuBer den Versuchen mit normaler Haut und Psoriasis wurden einige 
wenige Versuche mit anderer pathologisch veraénderter Haut vor- 
genommen. Es ist schwierig, andere pathologische Haut als Psoriasis 
zu bekommen, die sich zur Schnittentnahme eignet und die nicht infiziert 
ist, in welchem Falle die Bestimmungen nicht gemacht werden kénnen. 
Bei Neurodermitis ist die dicke Hornschicht schwer zu entfernen, und 
die Schnitte werden leicht unregelmaBig. Auch diese Patienten waren 
unbehandelt oder so gut wie nicht behandelt. Die Resultate sind in den 
Tabellen I bis IV angegeben. 

In den Fallen, wo Haut von einem Patienten in mehreren Versuchen 
benutzt wurde, ist der Patient in den verschiedenen Versuchen mit demselben 
Buchstaben bezeichnet. Es wird hierdurch méglich, Werte fiir normale und 
pathologische Haut an entsprechenden Kérperstellen bei demselben Patienten 
zu vergleichen. Eine Klammer um zwei Zahlen bedeutet Doppelbestimmung 
innerhalb desselben Zeitraumes. Versuch 2 ist aus technischen Griinden 
miBlungen und daher in der Tabelle nicht angefiihrt. 

Einige Versuche zur Bestimmung der aeroben Glykolyse in normaler 
Haut sind aus technischen Griinden miBlungen. Ein sogenannter ,,2 Trége- 
Versuch: mit psoriatisch veranderter Haut miBlang als solcher, da es mit 
den zur Verfiigung stehenden GefaBen nicht moglich war, eine fiir die Be- 
rechnung von Sauerstoffverbrauch und Kohlensaurebildung geniigend grobe 
Differenz der Konstanten zu erhalten. Nun bedeutet aber eine positive 
Druckverainderung wiahrend der Atmungsversuche, da8B auBer der Atmungs- 
kohlensiure noch Kohlensiure infolge der Glykolyse gebildet wird, und man 
kann daher aus dieser positiven Druckverinderung den Minimumswert fiir 
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aerobe Glykolyse ausrechnen. Ein Doppelversuch mit Ablesung 3. bis 
; - ‘ : é he abe O» 
4 Stunden nach der Schnittentnahme zeigte einen Minimumswert fiir Qj/ 


von + 4,3 bzw. + 3,7. Qy? war dabei + 18,8. 


Tabelle III. Andere pathologische Haut. 





: = 0 Stunden : 
Ver- & + Des 10 7 ep . No 
such = = Region Diagnose _ infek- = nde —_ der Vo Vo, Qh Gy 
= 3 tion upi- Schnitt- 2 korr. M korr. 
Nr. & dermis | entnahme 
5 B 88 Riicken Neuro- oo 72 3—4 45 —6,2 
dermitis 
24 33 Femur Neuro- _- 75 = 23/,—3} 2.2 —2,.9 +11.7 +15,6 
2 2 
dermitis 
25 18 Ell- Prurigo — 79 | 25/,—83/, — 1,9 —2,4 +10,2/+12,9 
bogen __ Besnier 
26 45 Unter-  Licheni- - 61 21/,—31/, —0,8 — 1,3'+ 6,1 +10,0 
arm sation 


fabelle IV. Durchschnittswerte fiir Qj, und Q)? in normaler und 
in pathologischer Haut. 

Wo Doppelversuche und (oder) Versuche, die sich iiber mehrere Stunden 
erstrecken, vorgenommen wurden, ist der Durchschnittswert samtlicher 
unter derselben Versuchsnummer angefiihrten Werte fiir Qj, oder Oy in der 
Berechnung als ein Wert betrachtet, weil die Versuche nicht zur gleichen 
Zeit nach der Schnittentnahme ausgefiihrt wurden. Die Anzahl der Ver- 

suche ist in Klammern angegeben. 





Vo, Yo, korr. gy? Qy: korr. 
Normale Haut ..... —1,5 (10) —26(9) + 50(8) + 9,5 (7) 
Psoriasis. : —- 3,38 (12) —4,4 (12) + 16,9 (11) + 21,0 (10) 


Andere pathologische Haut —24(4) —32(4) + 93( 3) + 12,8 ( 3) 


Ergebnisse. 

Normale Haut hat eine verhaltnismaBig hohe anaerobe Glykolyse, 
wahrend die Sauerstoffatmung niedrig ist. Das durchschnittliche Ver- 
haltnis von Q?/Q,, ist 3,3, was auf eine Glykolyse auch unter aeroben 
Verhaltnissen hinweist. Eine Untersuchung der aeroben Glykolyse in 
normaler Haut wird jedoch schwierig sein, da man mit den verhaltnis- 
maéBig kleinen Hautmengen, die aus praktischen Griinden verwendet 
werden miissen, nur kleine Manometerausschlage erwarten kann. 

In psoriatisch veraénderter Haut findet in der Regel eine Erhéhung 
der Sauerstoffatmung statt (+ 120°, im Durchschnitt), welche jedoch 
sicher zum groBen Teil nur scheinbar ist und auf einem gréBeren prozen- 
tualen Gehalt der psoriatisch veranderten Haut an lebender Epidermis 
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beruht. Vergleicht man die unkorrigierten Werte der psoriatisch ver- 
anderten Haut mit den korrigierten Werten der normalen Haut, was 
wahrscheinlich die tatsichlichen Verhaltnisse besser beleuchtet, findet 
man auch eine deutliche, wenn auch weit geringere Erhéhung der Sauer- 
stoffatmung (+ 27°% im Durchschnitt). Dieser Befund widerspricht der 
Annahme van Kerckhoffs, nach der die Oxydation in den psoriatischen 
Hautpartien herabgesetzt sein soll. 

Die anaerobe Glykolyse ist in psoriatisch veranderter Haut stark 
erhéht (+ 220% im Durchschnitt); vergleicht man wieder die un- 
korrigierten Werte der anaeroben Glykolyse in psoriatisch veraénderter 
Haut mit den korrigierten Werten der normalen Haut, so erhalt man eine 
Erhéhung von durchschnittlich + 68%. 

Das Alter der Psoriasiseffloreszenz spielt fiir die gefundenen Werte 
von Q, und Q\? keine Rolle. 

Das durchschnittliche Verhaltnis 17/Q, ist bei Psoriasis 4,8. 
Dies spricht stark fiir eine aerobe Glykolyse, was ein einzelner Versuch 
hieriiber auch bestatigte. 

Die Sauerstoffatmung und die anaerobe Glykolyse anderer patho- 
logisch veranderter Haut (Neurodermitis und Lichenisation) sind eben- 
falls erhéht, jedoch ist diese Erhéhung weit geringer als die Durchschnitts- 
erhéhung bei der Psoriasis. 


Literatur. 
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Uber die Siurebildung aus Zucker durch Aspergillus niger. 
VIL. Mitteilung: 
Die Bedeutung der Stickstoffquelle fiir die Citronensiurebildung. 
Von 
Konrad Bernhauer und Anton Iglauer. 
(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
Deutschen Universitat in Prag.) 
(Eingegangen am 1. Juli 1936.) 


Mit 20 Abbildungen im Text. 


Da die Angaben iiber die fiir die Citronensaiurebildung bzw. -an- 
haufung in Pilzkulturen giinstigste Stickstoffquelle vielfach recht weit 
auseinandergehen, hielten wir es fiir notwendig, einen eingehenderen 
Vergleich des Kinflusses verschiedener N-Salze auf die Citronensaure- 
bildung durchzufiihren, und zwar sowohl in qualitativer als in quantita- 
tiver Hinsicht. Im folgenden seien zunachst kurz die bisherigen Angaben 
iiber die Bedeutung der N- Quelle fiir die Citronensaure dildung angefiihrt, 
und zwar insbesondere unter Beriicksichtigung jener Angaben, die sich 
auf die Citronensauregarung in saurer Lésung (also ohne Neutralisations- 
mittel) und in urspriinglicher (also nicht gewechselter) Kulturfliissig- 
keit beziehen. 

Ammoniumnitrat wurde von den meisten Autoren als die fiir die Citronen- 


saurebildung geeignetste N-Quelle angesehen (vgl. Currie!, Butkewitsch?* 
Bernhauer"*, Chrzqszcz*, Frey® u.a.). 


: 


Ammoniumsulfat erwies sich in Versuchen Amelungs ® als sehr gut ge- 
eignet fiir die Citronensaurebildung; ein direkter Vergleich mit Ammonium- 
nitrat oder einer anderen N-Quelle wurde nicht durchgefiihrt. 

Ammoniumtartrat wurde von Kostytschew und Tschesnokov’ als die 
giinstigste N-Quelle fiir die Citronensaiurebildung angesehen. 

Natriummnitrat erwies sich in Versuchen von Porges® als geeignetste 
N-Quelle fiir die Citronensaurebildung. 

Magnesiummnitrat war in Versuchen von Sotnikov® allen anderen N-Salzen 
iiberlegen. Eine grundsitzlich giinstigere Wirkung von Nitraten gegeniiber 
Ammoniumsalzen konnte dieser Autor nicht feststellen. 


! Currie, J.of biol. Chem. 31, 15, 1917. — ? Butkewitsch, z. B. diese 
Zeitschr. 142, 195, 1923; Jahrb. f. wiss. Bot. 64, 637, 1925. — ° Bernhauer, 
Duda u. Siebenduger, diese Zeitschr. 230, 475, 1931; Bernhauer, Béckl u. 
Siebenduger, ebenda 258, 37, 1932; Bernhauer u. Iglauer, ebenda 286, 45, 


1936. — 4 Chrzqszcz u. Peyros, ebenda 280, 325, 1935. 5 Frey, Arch. f. 
Mikrobiol. 2, 272, 1931. — ® Amelung, Zeitschr. f. physiol. Chem. 166, 161, 
1927. — 7 Planta 4, 181, 1927. — 8 Amer. J. Bot. 19, 7, 559, 1932. - 


® Sotnikov, C. r. de l’Acad. des Sciences de PT USSR III, 4, 276, 1934. 
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In quantitativer Hinsicht ist von Wichtigkeit, daB bei zu hohen 
N-Gaben eine zu iippige Mycelentwicklung stattfindet, wobei dann die 
Saurebildung nur relativ gering ist; andererseits ergeben zu geringe 

N-Mengen auch keine befrie- 





om, digende Saurebildung. Im 
| . . . 
| allgemeinen erwiesen — sich 
920 N-Gaben von etwa 0,06 bis 
wad 0,1°% N am giinstigsten fiir 
1500) | die Citronensdurebildung. 
G15 In jiingster Zeit wurde 
430 von Osnizkaya’ ein Vergleich 


verschiedener N-Salze in eini- 
gen Konzentrationsstufen unter 
Heranziehung’ einiger _ Pilze 
G10 durchgefiihrt. Der Autor kommt 
zum Ergebnis, daB fiir jeden 
einzelnen Pilzstamm eine fiir 
die Citronensaéurebildung geeig- 
netste N-Quelle existiert, und 
daB daher keine N- Quelle auf- 
findbar ist, die fiir alle Pilz- 
0 2 4 6 86 W @ WW 6 loge stimme gleich geeignet wire. 
Ferner ist nach demselben Autor 


Aciditat [ecm #, Lauge] 


S 
| 
i 











Abb. 1. Verschiedene Konzentrationsstufen 
































NH,NOy (in Proz.); vgl. Tab. I. auch die optimale N-Menge bei 
den einzelnen N-Quellen ver- 
schieden. 
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Abb. 2. Verschiedene Konzentrations- Abb. 8. Verschiedene Konzentrations- 
stufen Mg(N Og), (in_Proz.); vgl. Tab. I. stufen (N Hy), SO, (in Proz.); vgl. Tab. I. 


' Osnizkaya, Mitt. d. wiss. Forschungsinst. f. Nahrungsmittelind. d. 
USSR III, 4, 31, 1936. 
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Uber die Saiurebildung aus Zucker durch Aspergillus niger. VII. 155 
Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung sind im folgenden 
vor allem in Form von Kurvenabbildungen wiedergegeben und sollen 
noch kurz diskutiert werden. 
a) In der ersten Gruppe der Versuche wurde die Citronensaure- 
bildung unter dem Einflu8 von Ammoniumnitrat, Magnesiumnitrat, 
Ammoniumsulfat und Am- 














SAA. 

moniumdihydrophosphat in 7 
je fiinf verschiedenen Kon- G52 
zentrationen verfolgt. > 07 

Die Ergebnisse sind aus $ 1000 7 al 
den Abb. 1 bis 9 ersichtlich; eis Q425 
und zwar ist in den Abb. 1 bis S Z 
4 der Verlauf der Citronen- N 128s 
siurebildung in Gegenwart = | 

: er r Gol 3S 500) me 
der vier verschiedenen N -Salze iS 
in Abhangigkeit von der 7 
Konzentration der N-Quelle 
wiedergegeben. Die Abb. 5 
bis 9 geben einen Vergleich 0 2. ¥ 6 8 0 Ww Wlage 
der Citronensaurebildung bei 
den fiinf verschiedenen Kon- Abb. 4. Verschiedene Konzentrations- 


zentrationsstufen an Stick- stufen NH, H, PO, (in Proz,) vgl. Tab. I. 


stoff in Abhangigkeit von der 
Art der N-Quelle. Bei allen Versuchen wurden je 100 ccm Nahrlésung, 
enthaltend 17,5 Rohrzucker, 0,1 % Kaliumdihydrophosphat und 0,025 %% 
Magnesiumsulfat verwendet. Es wurden stets je drei Parallelversuche 
durchgefiihrt. In den Abbildungen sind die Mittelwerte der Titrationszahlen 
angefiihrt, die an entnomme- 














nen Proben ermittelt und auf 1000 
je 100 cem bezogen wurden. Sy u 
: S y 
Aus den Abb. 1 bis 9 & i 
kénnenfolgendeHauptergeb- “IS 7 
; , 8 50}—-—_--—-- 1 __t __ 
nisse abgeleitet werden. 8 1 M4, NO, 
. S > 3 2 Mg (Naz), 
1. Bei allen N-Quellen 8 3(WH,)> 50 
‘a , . a 38 We OM 
bewihrte sich stets ein N-  § | 4 NH, Hy PO, 
Gehalt des Nahrbodens von 02 6886 Tage 
0,07 bis 0,0875 °% am besten : 
P ; Abb. 5. Verschiedene N-Salze, Konzentrations- 
(Konzentrationsstufe 3 und stufe 1: vgl. Tab. I. 


4). Die héchsten Azidi- 
tatswerte gaben dabei Ammoniumnitrat und Magnesiumnitrat. 

2. Bei relativ niedrigem N-Gehalt des Nahrbodens (0,035 bis 
0,0525 °% N, Konzentrationsstufen 1 und 2) verlief die Saurebildung sehr 
langsam und erreichte in der beobachteten Versuchszeit (bis zum 16. 
bzw. 18. Tag) keine erheblichen Werte. 

3. GréBere N-Mengen (0,105%, Konzentrationsstufe 5) verursachten 
einen relativ raschen Aziditaétsanstieg, ohne daB aber erhebliche Saure- 
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werte erreicht wurden; der Saureabbau setzte bald ein. Ammoniumsulfat 
bewahrte sich hier noch am besten und ergab einen relativ langsamen 
Saureanstieg (vgl. Abb. 9): 





1500 
4. Den raschesten Azidi- 
Z tatsanstieg ergab in allen 
Konzentrationsstufen Mag- 
>’ 1000 4 


Aciditat [ com l auge] 


nesiumnitrat; dann _folgte 
, stets Ammoniumnitrat. Am- 
moniumsulfat und Ammo- 
niumdihydrophosphat —wech- 


& 
SS 























ers selten einander im Hinblick 

2 Ma Nosp auf die Intensitat des Azidi 

3 (WHy) 50g auf die Inten: des Azidi- 

1 WH, HPO, taitsanstiegs des 6fteren ab. 

0 2 ¢ 6 8 0H 2 % 1 télage 5. Die héchsten Ausbeu- 
> « " > 2 > ‘4 i 2 

Abb. 6. Verschiedene N-Salze, Konzentrations- ten an Citronensdure wurden 
stufe 2; vgl. Tab. I. in den Versuchen mit Ammo- 

2000 niumnitrat und Magnesium- 

nitrat erzielt (maximale Ci- 
u tronensdureausbeute bezogen 

auf verwendeten Zucker etwa 
3 sei a an : 

1500 1 t “ae; 65 bis 70 °%,!, nach Abzug des 
> Mycelgewichts vom eingesetz- 
> ’; -<« M4 _ 

8 ten Zucker etwa 73 bis 78 %); 
4 sdenes 

usd bemerkenswert ist jedoch da- 
S T 5 armed: 7 ° = ° 
S bei, daB (gemaB Punkt 4) bei 
RS der Verwendung von Magne- 
3 siumnitrat die maximale 
500 OEE EE ea Saureausbeute wesentlich 
oni friiher erreicht wird, und zwar 

2 Mg(NO, | morta i 
| 3 (NH), 50, | zwischen dem 10. und 12. Tag, 
4 WMP | bei Verwendung von Am- 
0 2 4 6 8 #  %  wlage moniumnitrat dagegen erst 
Abb. 7. Verschiedene N-Salze, Konzentrations- zwischen dem 14. und 16. Tag. 


stufe 3; vgl. Tab. I. 


! In friiheren Versuchen (vgl. diese Zeitschr. 286, 45, 1936) wie auch in 
weiter unten mitgeteilten Versuchen wurden unter scheinbar gleichen 
Versuchsbedingungen auch Ausbeuten von iiber 80% erreicht. Dies stimmt 
mit der allgemeinen Erfahrung iiberein, dai die Ausbeute an Citronensaure 
in einzelnen Versuchsreihen innerhalb gewisser Grenzen schwanken kann, 
auch wenn nach Modglichkeit véllig gleichartige Versuchsbedingungen ein- 
gehalten wurden. Dies deutet darauf hin, daB noch gewisse fiir die Citronen- 
sdurebildung bzw. -anhaufung maBgebende Faktoren existieren miissen, die 
sich noch unserer Kenntnis entziehen. Gema8 den weiter unten mitgeteilten 
Versuchen kénnte einer dieser Faktoren in der Anwesenheit gewisser Ver- 
unreinigungen in den verwendeten Rohrzuckersorten bestehen. 
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b) In der zweiten Gruppe der Versuche wurde die Citronensdure- 
bildung in Gegenwart verschiedener Erdalkalinitrate, Alkalinitrate und 
Ammoniumsalze verglichen, 
und zwar bei einer einheit- 
lichen WN - Konzentration, 1500 
die sich in den Versuchen 














der ersten Gruppe am > 2 
besten bewahrt hatte & 
, y a . — 
(0,07 °% N, Konzentrations-  -s’4% i 
stufe 3). Im iibrigen wurde & 
genau so wie bei den vor- %& 
hergehenden Versuchen 3% 
a 2 500 eS 
vorgegangen. Die Ergeb- 1 W4,NO, 
nisse sind aus den Abb. 10 2 My Wa), 
111 ersichtlich und seien 3 (Map 50, 
un srsichtlich und: 1 Mg heP, 
im folgenden zusammen- 
0 2 ¢ 6 8 0 2 W 6  wlage 
gefaBt : 


_ ee a ee Abb. 8. Verschiedene N-Salze, Konzentrations- 
1. Erdalkalinitrate. Von stalk &: tel. Oo 2 


allen untersuchten N-Sal- 
zen erwies sich Ca-Nitrat als am ungiinstigsten fiir die Citronen- 
siurebildung. Bei Strontiumnitrat verlief die Saurebildung zuniachst 
sehr langsam, vom 12. Tag an stieg sodann jedoch die Saiuremenge 
rapid an, und schlieBlich wurde ein ebenso hoher Wert erreicht wie 
bei den besten N-Salzen. 














In Gegenwart von Barium- 
nitrat fand kein Wachs- eve Ue See Some Gad RS 3 
tum statt. 
2. Die Alkalinitrate (Li-, R 
Na- und K-Nitrat) ver- 3 2 
. ar . 2197000 } 
hielten sichim wesentlichen 1 
. . & 
ebenso wie Ammonium- “\ 
nitrat undergabenzwischen S 
dem 14. und 16. Tag etwa & sa Ee ae 
gleich hohe Aziditatswerte. aie 
ele gal : : \2 Mg (Nd,), 
Die Saurebildung erfolgte 3 (NHy)s SO, 
daher in allen diesen Fallen 4 NH, HPO, 
wesentlich langsamer als 0 2 4 6 8 W  W %  %8lage 
bei Anwendung von Mag- Abb. 9. Verschiedene N-Salze, Konzentrations- 
neslumnitrat. stufe 5: vgl. Tab. I. 


3. Die untersuchten Ammoniumsalze ergaben im allgemeinen 
zunachst einen ahnlichen Verlauf des Aziditatsanstiegs wie die Alkali- 
nitrate, die erreichten Héchstwerte waren jedoch zumeist niedriger als 
bei Anwendung von Alkalinitraten. Nur mit Ammoniumchlorid wurde 
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etwa der gleiche Aziditatswert erreicht wie bei den Alkalinitraten, und E 
zwar auch etwa zur gleichen Zeit. Es scheinen demnach Chlorionen = 
on fiir die Saurebildung giinstig A 
= zu sein, wogegen zu grobe | di 
S Mengen von SO,-Ionen und mn 
r PO,-Tonen keinen giinstigen in 
1500} —+—+——}—+—} af EinfluB haben. ul 
g c) In der dritten Gruppe - 
- | der Versuche wurde festzu- ‘i 
E 000 9s ce | Sr fh Ca stellen versucht, ob die be- hi 
S schleunigende Wirkung des S. 

NS Magnesiumnitrats auf die 
$ Saurebildung diesem  allein - 
500} er zukommt oder ob die An- K 
K, wesenheit von Magnesium- al 
ionen selbst fiir den raschen ae 
Saiureanstieg maBgebend ist. S; 
0 2 4 6 8 0M  % 1% ‘lage \)ie grundsatzliche Durchfiih- a 


Abb. 10. Verschiedene Nitrate, Konzentrations- rung der \ ersuche erfolgte wie 
stufe 3; vgl. Tab. IIL. zuvor. Im iibrigen wurde so K. 
vorgegangen, daB als N- Quelle 





nu 
Ammoniumnitrat in der : 
1 s : “ ni 
9 3. Konzentrationsstufe (0,2 %, ob 
1500 - int we 
. entsprechend 0,7° N) ver- i 
wendet und Magnesium in ver- ‘a 
€ 
schiedenen Konzentrations- be 


1000. —_|—_|— i“ See stufen, in Form von Magne- Ce 
, 
siumchlorid, Magnesiumsulfat 


Aciditat [com# lauge] 














ste 
und Magnesiumcitrat, zuge- jam 
ce 
setzt wurde. Die erzielten Er- we 
500 { } lilisto Ae ge pasa 9 
1 Ghlorid gebnisse sind aus den Abb. 12 on 
2 Citrat bis 14 ersichtlich, und zwar: K 
( 
3 Su/fat , : 
4 Jartrat 1. Magnesiumcitrat hatte an 
i , Ohere conzen- 
O86 A Tage den héheren K n 
trationsstufen eher einen un- sic 
Abb. 11. Verschiedene N H,-Salze, Konzentra- * WH ; aa . 
tionsstufe 3; vgl. Tab. III. ginstigen EinfluB auf dic Ki 
Saurebildung, in den niedrigen au 
Konzentrationsstufen blieb es ohne besonderen EinfluB, wie ein Vergleich vo 
mit den Versuchen ohne Zusatz zeigt. lav 
2. Magnesiumsulfat hatte nur in der héchsten Konzentrationsstufe Cl- 
eine geringe beschleunigende Wirkung auf den Verlauf der Saure- bei 


bildung, in den anderen Konzentrationsstufen blieb es ohne wesentlichen als 
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~ 


EinfluB. In dieser Versuchsreihe lag allerdings das in allen Fallen 
erreichte Saéuremaximum hdéher als in den friiheren Versuchen mit 


Ammoniumnitrat  allein, 
doch diirfte dies — wie 
auch aus den analogen Ver- 
suchen der 4. Gruppe (vgl. 
unter d) hervorgeht — mit 
den schon oben erwahnten 
Schwankungen im _ Ver- 
suchsverlauf zusammen- 
hingen (vgl. FuBnote?, 
S. 156). 

3. Magnesiumchlorid 
hatte in den beiden héheren 
Konzentrationsstufen einen 
sehr deutlichen beschleu- 
nigenden EinfluB auf die 
Saurebildung (und zwar 
ebenso wie Magnesium- 
nitrat). In den niedrigeren 
Konzentrationsstufen ist 
nur ein geringer beschleu- 
nigender Effekt zu _be- 
obachten. Das schlieBlich 
erreichte Saéuremaximum 
war jedoch iiberall gleich, 
nur wurde dasselbe in 
Gegenwart der beiden héch- 
sten Konzentrationsstufen 
an Magnesiumchlorid be- 
reits am 11. Tag, in Gegen- 
wart der beiden niedrigeren 
Konzentrationsstufen erst 
am 14. Tag erreicht. 

4. Es ist demnach er- 
sichtlich, daB neben dem 
EinfluB des Magnesiums 
auch das zugesetzte Anion 
von EinfluB auf den Ver- 
lauf der Saurebildung ist; 
Cl-Ionen erwiesen sich da- 
bei als giinstig, S O,-Ionen 
als ungiinstig. 
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0 2 ¢ 6 8 M0 % % 6% télage 
Abb. 13. 


Abb. 12 bis 14. Versuche mit NH,NOg, als 
N-Quelle (Konzentrationsstufe 3). 


Abb. 12. Zusatz von MgCl, in verschiedenen 
Konzentrationsstufen. 


Abb. 13. Zusatz von MgSO, in verschiedenen 
Konzentrationsstufen. 
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d) In der vierten Gruppe der Versuche wurde ein Vergleich de; 
Wirkung von Ammoniumnitrat, Magnesiumnitrat und Ammoniumnitrat 

+ Magnesiumchlorid in der 

2000 gunstigsten Konzentra- 
1 9» tionsstufe bei Anwendung 
verschiedener Zuckerkon- 





3 zentrationen durchgefiihrt. 
1500 : ‘tole? : 
Grundsatzliche Versuchs- 


anordnung wie oben. Die 


~L auge/ 


L 
10 


Ergebnisse sind aus den 
Abb. 15 bis 20 ersichtlich, 
und zwar: 

1. Bei einer Zuckerkon- 
zentration von 15°, war 
02% Mg-Citr-Mb0 der beschleunigende Ein- 
204s. 0 » fluB des Magnesiums weit- 
3Q61%» =» » | aus nicht so stark, wie bei 

| der Verwendung héherkon- 
0 @ 4 6 € 0  H % log? yentrierter Zuckerlésungen ; 
es erwies sich dabei sogar 


cm 


& 1000 


Aciaita?t fi 


500 











Abb. 14. Zusatz von Mg-Citrat in verschiedenen 
Konzentrationsstufen. Ammoniumnitrat wesent- 


lich geeigneter als Magne- 
siumnitrat. 

2. In 17,5%iger oder 
20%iger Zuckerlésung zeig- 
te sich Magnesiumnitrat 





20% 


175 

2000 + ———+ 
dem Ammoniumnitrat hin- 
sichtlich der Intensitat der 
Saurebildung als _— stark 
an Denne Oo ok SS iiberlegen. Ebenso hatte ein 
Magnesiumchloridzusatz zu 

Ammonnitratversuchen 
eine stark beschleunigende 
Wirkung auf die Saure- 
bildung. Die schlieBlich 
erreichten Saéuremaxima 
500 a £207 Gigal Us Ge | waren in allen Fallen an- 
nahernd gleich, doch wur- 
den dieselben bei den Ver- 


t [ccm Louge] 


: a—1— 


“el 


Aciai 








suchen mit Magnesium be- 
0 2 ¥ 6 8 W t W % # lage yeitsam 12. Tag erreicht, bei 


Abb. 15. Verschiedene Zuckerkonzentrationen mit den Versuchen ohne dieses 
NH,NO, (0,2 °/) = Konzentrationsstufe 3). erst am 18. bis 20. Tag. 
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Beschreibung der Versuche. 


Die Versuche wurden ebenso durchgefiihrt wie in der vorhergehenden 
Mitteilung!. Zur Verwendung kamen iiberall 300 cem fassende Erlenme yer- 
Kolben aus ,,Palex**-Glas mit je 100 cem Nahrlésung. Diese bestand stets — 
falls nichts anderes  be- 
merkt ist — aus 17,5 °4 Rohr- 


7 P P 70 
zucker, 0,1°, Kaliumdihy- 20% 
drophosphat und 0,025 °% : 
oa 
Magnesiumsulfat ; ferner " Gs 
Jiagnes § at; 2000 . 


wurde pro Kolben nach dem 
Sterilisieren 1cem n/10 Salz- 

saure zugesetzt. Dazu kam 

die betreffende Stickstoff- 
quelle und gegebenenfalls 37500 | | 45 
noch Magnesiumsalze. Es 
wurden stets drei Parallel- 
versuche durchgefiihrt; in 
den Abbildungen und Ta- 
bellen sind nur die Mittel- 
werte angegeben. Als Pilz 
wurde wie in der vorher- 
gehenden Mitteilung! Asper- 
gillus niger (Stamm XXYV) 
verwendet. 


uge, 


8 


LO T75 


Aciditat fecm¥, Lac 


500 


Die in der ersten Ver- 
suchsgruppe verwendeten 
Konzentrationsstufen an 











0. @ 9 6 8 0 t W 16 tlage 





,a . .1T. se Abb. 16. 
N-Salzen sind aus Tabelle I Verschiedene Zuckerkonzentrationen mit 
ersichtlich. Mg(N O3)2 (0,64 9/9 = Konzentrationsstufe 3). 
Tabelle I. 
Konzentrationsstafe : 1 2 3 4 5 


N-Gehalt | ™olare Lésung . . . 1/40 1/30 | 120 | 1/175 1/15 
Aru t 


lin%....... ~ 0,085 | 90525 | 0.07 | 00875 0,105 
Ammoniumnitrat (Aquiv.-Gew. 80) 0,1 | 915 02 | 0,25 0,3 


Magnesiumnitrat 
+6H,O ( a 256) 0,32 0,48 0,64 0,80 0,96 
Ammoniumsulfat ( 7 132) 0,165 0,25 0,33 | 0,415 0.5 


Ammoniumdi- 
hydrophosphat ( re 230) 0,285 0,425 0,57 | 0,71 0,85 


Die bei diesen Versuchen erhaltenen Mycelgewichte (Mittelwerte) 
sind in Tabelle Il zusammengestellt. Die sonstigen Ergebnisse gehen 
aus den Abb. 1 bis 9 hervor. 


1 Bernhauer u. Iglauer, diese Zeitschr. 286, 45, 1936. 
Biochemische Zeitschrift Band 287. 11 
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Tabelle II. 





Konzentrationsstufe : 1 2 3 4 5 

eres hee NH NOs 159 | 1,74 209 | 214 2,89 

a ine Hol [Mc(Noj, 214 24871 B82 
verschiedener N-Suize | (NHa)sS0. || 2,19 | 1,94 | 1,55 | 228 | 2,04 
' ONO NH,HsPO,| 1,88 | 2,08 | 1,9 1,74 2,04 


Die in der zweiten Versuchsgruppe verwendeten N-Salze (ent- 
sprechend der 3. Konzentrationsstufe) sind in Tabelle III wiedergegeben, 
ebenso die Mycelgewichte (Mittelwerte). Der Verlauf der Saurebildung 
ist aus den Abb. 10 und 11 ersichtlich. 


Tabelle III. 





Galen Aquiv.- Konzentration Mycelgewicht 








Gewicht in %Jg in g 
Magnesiumnitrat (+ 6H,O) ... . | 256 0,64 
Calciumnitrat (+ 4H,O) ..... 236 0,59 1,35 
Strontiumnitrat (+4H,O). .... 211,6 0,53 1,5 
MABOMOIOt . 6 ok ete 202 0,5 1,69 
pC | i a ae, 170 0,43 1,72 
baeniammeet kk 8 ee 138 0,35 1,53 
Asmmoniomenlfat . . . ... 4... 132 0,33 1,93 
Ammoniumehlorid. ........ 107 0,27 1,60 
Ammoniumtartrat. ........ 184 0,46 1,82 
Ammoniumeitrat ......... 175 0,44 1,63 

20% Die in der dritten Versuchs- 


gruppe angewendeten Zusatze 
Pi ee ae a a oe an Magnesiumsalzen (in Gegen- 
wart von 0,2° Ammonium- 
nitrat) sowie die Vergleichs- 





D sad oc ae ™ sahlen fiir Magnesiumnitrat 
8 | sind in Tabelle IV zusammen- 
ry gestellt. 
$ | | 
ee Pid Bed Ta Se bh Dabeientspricht die 1. Kon- 
S Bt zentrationsstufe an Magne- 
x | | sium der 1. Magnesiumnitrat- 
stufe, die 2. Konzentrations- 
os San I | ee a stufe an Magnesium der 


Gat ae 3. Magnesiumnitratstufe usw., 
ee tea bs. gemaS den in Klammer ge- 
| | setzten Zahlen der Tabelle. 
Hinsichtlich der Saurewerte 


Abb. 17. Verschiedene Zuckerkonzentrationen mit : . 
’ : NH, NO, + MgCl. vgl. die Abb. 12 bis 14. 
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In der vierten Versuchsgruppe wurde noch 
ein direkter Vergleich der geeignetsten N- Quellen 

















oOnmaaA se on y : . 
+ @enoen- durchgefiihrt. Der Versuchsansatz sowie die 
=OnnwOw 
1500 t + } + + } + 
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Of FEE BE he HR Rig 
Abb. 18. Verschiedene N-Salze (Konzentrations- 
stufe 3) mit 15 9/9 Zucker. 
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Aciditat [ecm# Lauge] 
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Magnesiumsulfat .7 H,O (Aquiv.-Gew. 246.5) 


Magnesiumchlorid.6 H, O( 


Magnesiumcitrat 


S 


11 WAN, 
2 Mg (Mh), 


Konzentrationsstufe an Magnesium: 
” 
” 
” 











be 3 Mgt, +NH, NO, 

a =} 0 2 4 6 8 0  % % 1% 20lage 
g . iat: Abb. 19. Verschiedene N-Salze (Konzentrations- 
28 stufe 3) mit 17,5°/) Zucker. 

E.s 


Mycelgewichte und die maximalen Citronen- 
siureausbeuten sind aus Tabelle V ersichtlich. 
Die Aziditatswerte gehen aus den Abb. 15 bis 
20 hervor. 





Magnesiumnitrat . 6 H,O ( 


Mg-Gehalt 


11° 
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Tabelle V. 
be ‘ler Aziditat, —¢,,iaximalwerte an 
iN Mycel- (Mittel) Citronensiure * (Mittel 
s& NH,NO; Mg(NOz)o MgCl. : : 
gs 2 gewicht 
Dauer eemn 10 . 0}, at* Of. bets 
0 Of, io g Tage Lauge B - : 
| 0,2 a 1,73 14 1670 11.7; 88,2 
15 0,64 - By if 12 1394 97 64,7 73,3 
| 02 — | 0,77 1,86 | 10 | 1547 | 108| 72 82,2 
| 0,2 ~ 1,66 is 2047 14,3; 81,7 90,3 
17,5 0,64 - 1,82 12 2026 14,2; 81,1 90.6 
i; og om eGR | 12 1890 132 754 85.7 
| 0,2 - = 1,66 20 2356 16,5 $2.5 90 
20 - 0,64 _ 1,92 12 2212 15.5 77,5 85,7 
| 02 — 077 218 | 12 2270 159 795 | 892 


* CitronensAure mit 1H.O, ber. aus der Aziditat. Die Werte sind allerdings etwas 
héher als in Wirklichkeit, da die Lésungen durch die Verdunstung konzentrierter werden: 


von den angefiihrten Werten sind daher etwa 7 bis 12 
zuziehen. 

** Bezogen auf angewendeten Zucker. 

*** Bezogen auf angewendeten Zucker nach Abzug d 
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Abb. 20. Verschiedene N-Salze (Konzentrations- 
stufe 3) mit 20/9 Zucker. 


Reinheitsgrad verschieden. 


°/>5 (je nach der Versuchsdauer) ab- 


es Mycelgewichts. 


Von Interesse ist auch 
ein Vergleich der Mycel- 
gewichte, woraus mit gro- 
Ber RegelmaBigkeit der 
giinstige EinfluB von Mag- 
nesium auf das Pilzwachs- 
tum hervorgeht. 

Anhangsweise sei auch 
noch eine Versuchsreihe 
liber die Sdurebildung aus 
verschiedenen Rohrzucker- 
sorten angefiihrt, da aus 
derselben ersichtlich ist, 
welch groBen EinfluB viel- 
fach scheinbar geringfiigige 
Anderungen in der Zu- 
sammensetzung der Nahr- 
lésung auf den Verlauf 
der Sdaurebildung haben 
kann, denn bei den _ be- 
treffenden Rohrzucker- 
sorten ist lediglich der 


Auch die Schwankungen zwischen ein- 


zelnen Versuchsreihen kénnten mit der Art des verwendeten Kristall 
zuckers (bzw. verschiedenen in demselben enthaltenen Verunreini- 


gungen) zusammenhangen. 
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Durchfiihrung der Versuche wie zuvor. Nahrlésung: je 100 cem 17,5 °%, 
Rohrzucker mit 0,64°, Magnesiumnitrat; sonstige Zusatze wie iiblich 
(vgl. oben). Ergebnisse aus Tabelle VI ersichtlich (die Versuche verliefen 
ganz allgemein etwas schlechter als manche oben angefiihrte analoge 
Versuche). 


Tabelle VI. 





2 Aziditat (Mittelwerte in cem n/10 Lauge nach Tagen 
Zuckersorte a c 
6 8 10 12 14 


Kristallzucker. . . 871 1256 1426 1566 1555 
Wiirfelzucker. . . 386 536 639 743 901 
Staubzucker . . . 345 410 611 762 910 


Ferner sei auch noch eine Versuchsreihe wiedergegeben, in der der 
eventuelle Hinflup der Art der Sterilisation der Nahrlésung auf die Saure- 
bildung untersucht wurde. — Durchfiihrung der Versuche genau wie 
zuvor. Es zeigte sich dabei kein wesentlicher Unterschied: eine griind- 
liche Sterilisierung scheint jedoch nicht giinstig zu wirken. 


Tabelle VII. 





Aziditat (Mittelwerte) in cem n/10 Lauge 
Art der Sterilisation nach Tagen 


6 8 10 } 12 14 


Wight stepmiert sc ida 6 861 1093 1431 1580 1676 
Imal 1 Std. im Dampftopf ... . 842 1193 1474 1534 1600 
2mal je 2 Std. im Dampftopf. . . 825 1225 1424 1530 1544 
Lmal 1 Std. bei */, Atm... ... 866 1171 1400 1529 1526 


2mal je 1 Std. bei 1, Atm... .. 914 1277 1340 1668 = 1556 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Bei dem untersuchten Pilzstamm erwies sich stets eine bestimmte 
N-Konzentration (0,07 bis 0,0875 °,) als optimal fiir die Saurebildung. 


2. Alkalinitrate (K-, Na-, LiN O,) sowie Ammoniumnitrat ergaben 
annihernd gleich hohe Saurewerte; der Maximalwert wurde jedoch erst 
relativ spat erreicht. 

3. Unter den Ammoniumsalzen wurde nur bei Ammoniumchlorid 
ein gleich hoher Saurewert erreicht wie bei Ammoniumnitrat. 


4. Erdalkalinitrate verhielten sich sehr verschieden. Besonders 
bemerkenswert verhielt sich das Magnesiumnitrat, das einen sehr 
intensiven Aziditatsanstieg bewirkte und ebenso hohe Saurewerte ergab 
wie Ammoniumnitrat; doch wurde das Aziditatsmaximum wesentlich 
rascher erreicht. 
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5. Ebenso bewirkte der Zusatz einer bestimmten Menge von 
Magnesiumchlorid zu Versuchen mit Ammoniumnitrat eine sehr starke 
Beschleunigung der Saurebildung (insbesondere bei hohen Zucker- 
konzentrationen). 

6. Die maximale Citronensaiureausbeute in Versuchen mit Ammo- 
niumnitrat oder Magnesiumnitrat oder mit Ammoniumnitrat + Ma- 
gnesiumchlorid in 17,5 %iger oder 20 %,iger Zuckerlésung betrug gegen 
80°, (bezogen auf den angewendeten Zucker) bzw. gegen 90°, nach 


Abzug des Mycelgewichts (berechnet aus der Aziditat; Oxalsaiure war 


niemals anwesend). Diese Ausbeute wurde in Anwesenheit von Ma- 
gnesium bereits am 12.'Tag erreicht, in Abwesenheit desselben erst 


etwa am 18. Tag. 
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Uber die Siurebildung durch Rhizopusarten. 


I. Mitteilung: 
Die Bildung von Apfelsiure bei der Fumarsiuregirung. 
Von 
Konrad Bernhauer und Hermann Thole. 
(Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
Deutschen Universitat in Prag.) 
(Eingegangen am 1. Juli 1936.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Ehrlich’ stellte bereits fest, daB Rhizopusarten neben Fumarsaure 
und Bernsteinséiure auch |-Apfelsiure und d-Milchsaiure zu bilden ver- 
mégen. Ferner wird nach Takahashi? durch Rh. japonicus und Rh. 
nodosus Apfelsaure neben Fumarsaure und anderen Sauren (Milchsaure, 
Essigséure, Ameisensaure sowie Alkohol) gebildet. Die Menge Apfelsaure 
war jedoch bei allen diesen Untersuchungen sehr gering, ferner kamen 
dabei Pilze mit nur schwachem Saurebildungsvermégen zur Verwendung. 
Mit dem Studium der Fumarsauregérung und den dabei vor sich gehenden 
Prozessen haben sich sodann insbesondere Butkewitsch und Fedoroff* 
eingehend beschaftigt. Die genannten Autoren erhielten auch recht hohe 
Ausbeuten an Fumarsaure, ohne jedoch die eventuelle Bildung von 
Apfelsaure zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit bringen wir nun 
einen Beitrag zur Klirung der Beziehungen zwischen dem Auftreten 
der Apfelsiure und Fumarsaure in den Pilzkulturen, wobei wir uns des 
gleichen Pilzes wie Butkewitsch und Fedoroff bedienten. 

Bei der zunachst durchgefiihrten vergleichenden Untersuchung verschie- 
dener Stimme ! von Rhizopus nigricans erwies sich nur der Pilz von Butkewitsch 
als guter Saurebildner. Bei den weiteren Versuchen zeigte sich jedoch, da der- 
selbe aus Invertzuckerlésungen — die Butkewitsch als Substrat fiir die Fumar- 
saiuregérung benutzt hatte — nur mehr geringe Mengen an Fumarsiure bildete ; 
es hatte daher wahrscheinlich eine Anderung im physiologischen Verhalten 
des Pilzes stattgefunden. Auch bei Versuchen auf reiner Glucose zeigte der 
Pilz nur geringes Vermégen zur Fumarsdurebildung. Wir untersuchten 
sodann eine gréere Anzahl verschiedener technischer Glucosesorten; dabei 
zeigte sich, daB das Saurebildungsvermégen bei manchen Glucosesorten 
zufriedenstellend war, bei anderen dagegen nur recht schwach. Es scheint 
daher in manchen Sorten der technischen Glucose irgendein fiir die Fumar- 
sduregirung wichtiger Faktor vorhanden zu sein (ein Garungsaktivator, 
oder irgendwelche Salze oder Schwermetallspuren usw.). Dieses Verhalten 
bedarf noch der naheren Aufklarung. 


1 Ehrlich, B. 52, 63, 1919. — ? Takahashi, Centralbl. f. Bakt. I, 74, 
1928. — % Butkewitsch u. Fedoroff, diese Zeitschr. 206, 440, 1929; 207, 
302, 1929; 219, 87, 103, 1930. —- 4 Durchgefiihrt von W. Stein. 
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Abb. 1. 


wendete Glucose, gema8 der Gleichung: 


stadium wieder allmahlich in Lésung gingen. 


der Gleichung: 
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Hinsichtlich der Versuchsbedingungen fiir die Fumarséuregarung und 
damit im Hinblick auf die Erzielung hoher Ausbeuten an Fumarsaure ist dei 
sefund von Butkewttsch und Fedoroff von grundsatzlicher Bedeutung, dab 
nur in Gegenwart von Calcitumcarbonat die Fumarséuregarung befriedigend 
verlauft, wogegen in Abwesenheit desselben wie in den Versuchen Ehrlich s 
nur geringe Séurebildung bzw. -anhaufung stattfindet (nur etwa 5%, des 
Zuckers). Aus den Versuchen von Butkewitsch und Fedoroff wie auch aus 
eigenen Versuchen ergibt sich jedoch weiterhin, daB die Ausbeute an Fumar- 
sire recht schwankend ist, ohne daB ein ausreichender Grund ersichtlich 
ware. Die maximale Ausbeute betrug in Versuchen butkewitschs aut 
Invertzucker bis 37,5°% an Fumar- und Bernsteinsiure nach 36 Tagen 
(bezogen auf verbrauchten Zucker); in anderen analogen Versuchen wurden 
aber manchmal auch nur viel geringere Ausbeuten erzielt. Im allgemeinen 
schwankten die giinstigsten Ausbeuten etwa zwischen 30 und 40%, an Fumar- 


und Bernsteinsaure, bezogen 
auf den verbrauchten Zucker, 
also etwa 45 bis 60%, d. Th. 

Bei unseren Versuchen 
auf technischer Glucose 
konnten wir gleichfalls etwa 
dieselben Ausbeutezahlen 
erreichen. Unsere héchste 
Ausbeute an  Fumarsaure 
allein betrug 67°) d. Th. 
und die Ausbeute an Fumar- 
saure + Bernsteinsaure 73 °,, 
a: Th: 

Wie die eingehendere 
Untersuchung zeigte, wer- 
den neben Fumar- und 
Bernsteinsdure wihrend des 
Garprozesses auch recht er- 


hebliche Mengen an A pfelsdure gebildet. Uber den Verlauf der Saurebildung 
gibt die Abb. 1 Auskunft. Die Ausbeute an Sauren ist dabei in Glucose- 
aquivalenten ausgedriickt, also in % d. Th., bezogen auf die ange- 


C,H 0, +50 + COOH.CH,.CH,.COOH + 2CO, + 3H,0. 


Aus der Abb. 1 geht hervor, daB die Menge an Apfelsdure stetig 
ansteigt, und zwar auch noch in jenem Zeitpunkt, in dem nur noch wenig 
Zucker vorhanden ist und die Fumarsiuremenge bereits abnimmt. Erst 
in einem spateren Zeitpunkt fallt auch die Apfelsiurekurve etwas ab. Rein 
auBerlich war bei den Versuchen auch zu beobachten, daB die zunachst 
reichlich abgeschiedenen Ca-Fumaratkristalle im spateren Versuchs- 


Die Apfelsaure ist jedenfalls 


als erstes Umwandlungsprodukt der Fumarsaure zu werten, auf Grund 


COOH.CH:CH.COOH + H,0 ~ COOH.CHOH.CH,.COOH. 
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Bernsteinsaure tritt in keinem Zeitpunkt — auch nicht im Anfangs- 
stadium — in erheblichen Mengen auf. — Eine Ubersicht tiber die Aus- 


beute an den drei Sauren ergibt Tabelle I (die Ausbeutezahlen sind dabei 
wie in der Abb. 1 in % d. Th., bezogen auf angewendete Glucose, 
ausgedriickt). 

Aus den Zahlen fiir die %d.Th. an Gesamtsauren, bezogen auf 
verbrauchte Glucose, ist zugleich ersichtlich, daB im Anfangsstadium des 
Prozesses noch weitere Stoffwechselprodukte vorhanden sein miissen, 
die spater in Fumarsiure usw. umgewandelt werden. Es handelt sich 


Tabelle I. 





Versuchsdauer, Tage: 9 11 13 17 
Bernsteinsfure....... % 4 4,2 3,9 4 
Fummmnere 2 ee  o G 25,8 50,5 61,6 50,4 
RI 6 RE 14 17,2 19,1 25 
Gesamtmenge ....... %% 43.8 71.9 84,5 79 
Verbrauchte Glucose . . . . % 57 80,3 92 95 
° d. Th. an Gesamtsauren, bezogen 

auf verbrauchte Glucose . . . 76,6 89.4 92,1 83,6 


dabei, gemiB den Ergebnissen von Butkewitsch und Fedoroff, wohl um 
Alkohol und Essigsaure. 


Auf Grund der Befunde iiber die Bildung der Apfelsiure scheint nun 
auch eine Erklarung der bei der Fumarsauregéirung (oft auch in Parallel- 
versuchen) auftretenden Schwankungen leichter méglich zu sein. Man kann 
sich namlich vorstellen, daB die Fumarsaéure um so rascher und intensiver in 
Apfelsaéure umgewandelt wird, je mehr fumarsaures Calcium sich in Lésung 
befindet. Nun ist aber die Abscheidung des an und fiir sich sehr schwer 
léslichen Ca-Fumarats véllig vom Zufall abhangig. Es ist namlich manch- 
mal die Lé6sung an Ca-Fumarat bereits stark tibersittigt, so da oft iiber 
Nacht plétzlich eine groBe Menge Ca-Fumarat abgeschieden wird. Wenn 
nun keine Anregung zum Auskristallisieren des Ca-Fumarats vorhanden 
ist, SO mag es vorkommen, dali dasselbe in Lésung bleibt und dann rasch 
in apfelsaures Calcium iibergefiihrt wird. Jedenfalls wird bei Untersuchungen 
iiber die Fumarséuregarung stets auf die Gegenwart von Apfelsiure Riick- 
sicht genommen werden miissen. 


Beschreibung der Versuche. 


Ziichtung der Impfkulturen auf Agarnahrboden mit 3°, Agar, 5% Malz- 
extrakt (Sirup), 0,2 °, Ammoniumsulfat und 2°, Caleitumearbonat in Schrig- 
agarréhrchen oder in Roux-Kolben. 6 bis 8 Tage bei 28 bis 30° wachsen 
gelassen, dann bei 14 bis 15° aufbewahrt. Impfung der Versuche mit Sporen- 
suspensionen in sterilem Wasser. —- Pilzstamm VII und VIII zeigten das 
rascheste und kraftigste Wachstum. Die Pilzstimme III, V und VI hatten 
wenig Neigung zur Ausbildung geschlossener Pilzdecken (auf fliissigen 
Substraten). Die zu beschreibenden Versuche wurden mit Stamm VII vor- 
genommen!. 


1 Fiir die Zusendung des betreffenden Pilzstammes sind wir Herrn Prof. 
Dr. W. Butkewitsch sehr zu Dank verpflichtet. Fiir die anderen Pilzstamme 
danken wir Herrn Prof. Dr. C. Newberg und Herrn Prof. Dr. F. Ehrlich. 
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Durchjihrung der Versuche. Es wurde bei 28 bis 30° in Erlenmeyer- 
Kolben von 300 bzw. 2000 cem Inhalt gearbeitet. Die Kolben waren zwecks 
Einfiillung von Calciumcarbonat mit einem durch den Wattebausch fiihrenden 
10 bis 12 mm weiten Glasrohr versehen, das oben trichterf6rmig erweitert und 
mit einem Wattebausch verschlossen war und unten einen breiten Rand 
besaB. Nach geniigender Entwicklung der Pilzdecke (etwa am 5. bis 8. Tag) 
wird das Rohr etwas hochgezogen, wobei das auBerhalb desselben befindliche 
Mycel gleichfalls etwas gehoben wird; das im Rohr gewachsene Mycelstiick 
wird zu Boden gestoBen und sodann das bei 130 bis 150° sterilisierte Calcium - 
carbonat allmahlich eingefiillt (stets etwa 60°, der Glucosemenge). Das 
Trichterrohr dient zugleich zur Probeentnahme mittels steriler Pipette. 
Sobald in den entnommenen Proben nur noch geringe Zuckermengen nach - 
gewiesen werden konnten, wurden die Versuche abgebrochen und aut- 
gearbeitet, falls unten nichts anderes bemerkt ist. 

Analyse der Versuche. Nach dem Absterilisieren der Versuche wird 
filtriert, die Pilzdecke von eventuell anhaftenden Kristallen befreit, gut aus- 
gewaschen, ausgepreBt, getrocknet und gewogen. Die groben Ca-Fumarat- 
kristalle werden gesondert isoliert, durch Aufschwemmen in Wasser von 
Calciumearbonat befreit (dieses bleibt langere Zeit schweben und kann durch 
Dekantieren entfernt werden), bei 100° getrocknet und gewogen; man erhalt 
Ca-Fumarat mit 3 Mol Kristallwasser (1 g entspricht 0,558 g Fumarsiure). 
Der ausgeschwemmte Anteil (samt Lésung) wird aufgekocht, und der Riick- 
stand jeweils solange mit Wasser in Siedehitze extrahiert, bis kein Caleium 
mehr in Lésung geht. Das Filtrat wird mit dem Hauptanteil vereinigt und 
aliquote Teile fiir die weiteren Bestimmungen verwendet; und zwar die 
Zucker- und Ca-Bestimmung in iiblicher Weise und die Bestimmung de1 
Sauren folgendermaben: 

Ein aliquoter Teil der Lésung wird mit Schwefelsiure angesiuert und 
mit Ather im kontinuierlichen Fliissigkeitsextraktor extrahiert. Der Ather 
wird dann entfernt und der Riickstand in Wasser aufgenommen. Ein ali- 
quoter Teil dient nun zur Bestimmung der Fumarsiure als Mercurifumarat 
(nach Hahn und Haarmann'). Die Bestimmung der Bernsteinsaure neben 
Fumarsaure erfolgte nach dem Verfahren von Butkewitsch und Fedoro/}?. - 
Da die Apfelsiure bei dieser Art der Extraktion nur sehr unvollstandig in die 
atherische Lésung iibergeht, wurde bei den spateren Versuchen in folgender 
Weise vorgegangen: Ein aliquoter Teil der urspriinglichen Lésung wird im 
Vakuum vollstandig verdampft, der sirupartige Riickstand mit einer aus- 
reichenden Menge 50° iger Schwefelsiure (entsprechend dem Ca-Gehalt) 
versetzt und unter Zusatz von frisch gegliihtem Natriumsulfat zu einem 
trockenen Pulver verrieben, das dann in einem Soxhletapparat mit Ather 
extrahiert wird. Nach etwa zwei- bis dreitagiger Extraktion befindet sich 
auch die Apfelsaure im atherischen Anteil. Im iibrigen wird wie zuvor vor- 
gegangen. Die Bestimmung der Apfelsaéure erfolgt durch Uberfiihrung in 
Fumarsaure!; durch Abzug der bereits urspriinglich vorhandenen Fumar- 
sauremenge (wie oben bestimmt) von dem hier erhaltenen Wert ergibt sich 
die der Apfelsiure entsprechende Fumarsiuremenge: 1g Fumarsaéure 
= 1,1l5¢ Apfelsaure. 

Untersuchung der Wirkung einiger Nahrsalze und Stimulatoren. Versuche 
in 300ccem fassenden Erlenmeyer-Kolben mit je 100cem Nahrlosung: 
technische Glucose (Sorte K I, enthaltend 72°, Glucose), pro Versuch 9 g 
Reinglucose, 0,2°% Ammoniumsulfat, sonstige Salze usw., vgl. Tabelle IT. 


1 Hahn u. Haarmann, Zeitschr. f. Biol. 87, 107, 1928. — ? Diese 
Zeitschr. 206, 442, 1929. 
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Tabelle II. 
Zusitze in 9 Ps a — — Fumarsaure a 
a aa anae | arene | enn a 3 siure 
MgSO, KH, PO, ZnSO, MnS04) Tage g g g Fy d. Sy. g 

-- - _ — 18 1,1 8,36 186 20,7 346 O19 
0,025 O01 — — 18 1,2 8,6 1,76 19,5 31,7 0,10 
0,025 — _- - 18 097 84 2,51 279 464 0,19 
0,025 — 0,005 — 24 0,86 86 3,74 | 41,6 67 0,33 
0,025 — — 0,005 24 0,85 883 233 258 409 0,56 
0,025' — 0,00250,0025) 24 O84 866 3813 348 561 0,14 








Versuche in 2-Liter-Erlenmeyer- 
Sonstiger 


Vergleich verschiedener Glucosesorten. 
Kolben, je 300cem Nahrlésung mit 0,2% Ammoniumsulfat. 
Versuchsansatz und Ergebnisse vgl. in Tabelle ITI. 


Tabelle III. 





Glucose- ; Ver- Mycel- Glucose- ee a Bern- 
Glucose- menge MgS 0, suchs- ge- ver- Fumarssare stein- 
sorte iin fants iene a: ones dauer wicht brauch —— =r oy - shure 
g %lo o Tage g g & %0 | d. Th. g 
Kk I, \ or . 97 3,68 25,8 8,2 | 32 493 O88 
69%ig | 28) 8.6 27 335 052 75°29 «46 (O83 
K Il, love On —_ hoe ae 2€ reni 
74 Lig j 24,7 9,25 + 41 an xe sehr wenig _ 
Merck, | Pret : i s 
‘ - 3,83 29,6 5 | 82 0,54 
techie» > Ot | sa | Bo | 98) 81 | 450 | O45 
80 %ig 
D, | og 2 | — | of | 4,55) 26 3,3 12,7 20 mer 
W%ig jf) Sf) 4 | 24 | g's | O57 | 481177/ a8 || went 
A 65,9°ig | 39 (10 { 20 385 28,9 99 33 534 0.48 
Merck (rein) 27 9 +* 18 a 27 49 181 281 0,21 


* Auferdem 0,1 9/5 KH, PO,. 


Feststellung des zeitlichen Verlaujs der Sdurebildung. Versuche in 2-Liter- 
Erlenmeyer-Kolben, je 300 cem Nahrlésung, mit technischer Glucose (69 °oig), 
Reinglucosegehalt pro Kolben 10°); 0,2° , Ammoniumsulfat und 0,025 ° 
Magnesiumsulfat. Impfung mit der Sporensuspension, Zusatz von CaCO, 
am 6. Tag. Abscheidung von Ca-Fumarat am 10. Tag. Vom 9. Tag an je 
zwei Kolben abgebrochen und analysiert. Ergebnisse vgl. in der Abb. 1 
und in Tabelle I. 








Uber die Inaktivierung der Co-Zymase 

in mit Fluorid vergiftetem Apo-Zymasesystem und die Deutung 

dieses Vorganges. 

Von 

Ake Lennerstrand. 
(Aus der Abteilung fiir experimentelle Zoologie des Zootomischen Instituts 
und der Forschungsgemeinschaft fiir experimentelle Biologie der Universitat 

Stockholm. ) 


(Eingegangen am 10. Juli 1936.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Euler und Mitarbeiter, vgl. Euler und Vestin (1), Euler und Adler (2), 
Euler, Albers und Schlenk (3), sind wiederholt zu der Vorstellung gelangt, 
daB die Co-Zymase bei der alkoholischen Garung wnter anderem die Phos- 
phatiibertragung zu vermitteln hat.* Um dies mit Sicherheit zu 
beweisen, miiBte man aus Garansatzen die phosphorylierte Co-Zymase 
und die Co-Zymase, die ihr Phosphat abgegeben hat, isolieren kénnen. 
Dies ist jedoch bisher noch nicht gelungen. In dieser Arbeit werden 
Befunde mitgeteilt, die auf indirekte Weise die Beteiligung der Co- 
Zymase an der Phosphatiibertragung wahrscheinlich machen. 

In dem System Apo-Zymase + Co-Zymase + Glucose -- Hexose- 
diphosphorsaure + Phosphatpuffer tritt auch in der Anwesenheit von 
Fluorid eine Phosphorylierung ein. In einer friiheren Arbeit aus dem 
hiesigen Institut (7) ist gezeigt worden, daB bei Zusatz von Pyocyanin 
ein betrachtlicher Sauerstoffverbrauch eintritt, und daB gleichzeitig die 
Phosphorylierung wachst. Nach einiger Zeit héren indessen diese 
beiden Prozesse auf. Es wird unten gezeigt, daB, wenn Co-Zymase zu- 
gesetzt wird, Oxydation und Phosphorylierung wieder in Gang gesetzt 
werden, vgl. Abb. 1. Es ist offenbar, daB die Co-Zymase im Laufe des 
Versuchs in irgendeiner Weise inaktiviert wird. 

* Runnstrém, Lennerstrand und Bored (4), Runnstrém und Michaelis (5) 
haben friiher nachgewiesen, daB Zusatz von Co-Zymase zu einem System 
hamolysierter Blutkérperchen + Hexosemonophosphat -- Methylenblau 
oder Pyocyanin eine bedeutende Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs und 
eine Phosphorylierung bzw. (in den Pyocyaninversuchen) eine Verstarkung 
der Phosphorylierung bewirkt. Die Oxydationsvorgange sind fiir die Phos- 
phorylierung notwendig. In Gegenwart von Co-Zymase ist aber die anaerob 
eintretende Dephosphorylierung betrachtlich gehemmt. Die benutzte 
Co-Zymase war allerdings sicher nicht frei von dem Coenzym der Atmung 
Warburgs (6). Adenylséiure und Adenosintriphosphorsaure konnten die 
Co-Zymase nicht ersetzen. 
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Uber die Inaktivierung der Co-Zymase usw. 

Der O,-Verbrauch ist innerhalb gewisser Grenzen der Menge 
der zugesetzten Co-Zymaselésung proportional (vgl. Abb. 2). 

Das System Apo-Zymase + Co-Zymase + Glucose + Hexose- 
diphosphorsiure + NaF + Phosphatpuffer zeigt einen niedrigen Sauer- 
stoffverbrauch. Trotzdem wird die Co-Zymase in diesem System all- 
mahlich inaktiviert. Pyocyanin wurde nach verschiedenen Zeiten zu den 
Ansatzen zugefiigt. Die Oxydation und Phosphorylierung werden immer 
geringer, je spater man das Pyocyanin zusetzt (vgl. Abb. 3 und 4), um 
schlieBlich vollstandig aufzuhéren. Durch den Farbstoffzusatz hat man 
ein Mittel in der Hand, den Grad der Inaktivierung der Co-Zymase zu 
bestimmen. 

Setzt man dagegen nach Ablauf verschiedener Zeiten NaF + Pyo- 
cyanin + Glucose zu einem Géaransatz (Apo-Zymase +- Co-Zymase 

+ Glucose -+- Hexosediphosphorsaure + Phosphatpuffer), so findet man 

eine kraftige Oxydation. Selbst wenn die CO,-Entwicklung in dem 
Garversuch fast beendigt ist, wird durch die Zusitze ein starker O,- 
Verbrauch hervorgerufen (vgl. Abb. 5 und 6). Dies zeigt, daB die Co- 
Zymase im Laufe der Garung nicht inaktiviert wird. Ein Mechanis- 
mus, der die Co-Zymase schiitzt, ist offenbar in Anwesenheit von 
Fluorid gehemmt. 

Muskeladenylsiure und Adenosintriphosphorsiure kénnen im 
Apo-Zymasesystem mit Pyocyanin die Co-Zymase nicht ersetzen. Ein 
Zusatz der genannten Stoffe nach Ablauf der Oxydation und Phos- 
phorylierung bringt diese Vorgange nicht in Gang!. Euler und Mit- 
arbeiter (3) haben Co-Zymasepraparate hergestellt, die von Adenylsaure 
sowohl wie von dem Co-Ferment der Atmung Warburgs frei sind. Mit 
diesen reinsten Praparaten haben sie eine kraftige Garungsaktivierung 
im Apo-Zymasesystem erhalten. In den Ansatzen der erwahnten 
Autoren diirfte keine Adenylsiure vorhanden gewesen sein. Es ist 
deshalb wahrscheinlich, daB die Adenylsiure bzw. ihr Phosphorylierungs- 
produkt, die Adenosintriphosphorsaure, fiir die Garung nicht unbedingt 
notwendig sind. Andererseits haben Lutwak-Mann und Mann (9) nach- 
gewiesen, daB die Adenylsiure im Lebedew-Saft als Phosphatiibertrager 


1 Barrenscheen und Braun (8) geben an, daB sie eine wenn auch geringe 
Aktivierung der Garung durch Zusatz der aus Erythrocyten isolierten 
Pyrophosphatfraktion zu cozymasefreier Apo-Zymase erhalten haben. 
Ihr Extrakt besteht offenbar, wie sie auch selbst hervorheben, nicht aus 
reiner Adenosintriphosphorsaure. Die Verfasser sprechen die Vermutung 
aus, da die Hemmung der Glykolyse — in Blutkérperchen oder in lebender 
Unterhefe —- durch Fluorid, Halogenessigsauren oder durch Zerst6rung der 
Zellstruktur (Hamolyse) infolge einer Abschwaichung bzw. Zerstérung des 
Co-Ferments zustande kommt. Ihre Versuche geben aber keine direkten 
Beweise dieser Vermutung. 
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wirksam sein kann. Unsere Deutung dieser Verhaltnisse ist die, daB 
die Adenylsdure nur mit Co-Zymase zusammen als Phosphatiiber- 
trager in Hefesystemen dienen kann. Die Co-Zymase dagegen vermag 
die Phosphatibertragung auch allein auszufiihren, ein Zusatz von 
Adenylsaure beschleunigt aber diesen Vorgang. Der Sauerstoffverbrauch 
und die Phosphorylierung im Apo-Zymasesystem werden durch Zusatz 
von Adenylsaure beschleunigt (10). 

Die Dauer der Oxydation und Phosphorylierung in Ansitzen mit 
Fluorid ist von der Konzentration der Hexosediphosphorsaure abhangig. 
Je héher diese, desto lingere Zeit setzen sich die genannten Vorgange 
fort. Die Hexosediphosphorsaure schiitzt offenbar die Co-Zymase bis 
zu einem gewissen Grade gegen die Inaktivierung. Zusatz von Hexose- 
diphosphorsaure allein vermag aber nicht die zum Stillstand gelangte 
Oxydation und Phosphorylierung in Fluoridansatzen zu reaktivieren. 
Das von mir benutzte Co-Zymasepraparat (vgl. unten S. 176) ist zwar 
nicht hoch gereinigt gewesen, die erwahnten Versuche schlieBen aber 
die vor allem in Betracht kommenden Verunreinigungen des verwendeten 
Co-Zymasepraparats, namlich Adenylsiure und Adenosintriphosphor- 
siure, als Ursache der Reaktivierung aus. Auch Hexosediphosphorsaure 
kommt, wie schon erwahnt, nicht in Betracht. Es soll noch hinzugefiigt 
werden, da8 auch Hexosemonophosphorsdure als Reaktivator des 
Fluoridsystems ausgeschlossen werden kann. Die durch Hexosemono- 
phosphat + Glucose bewirkte Oxydation und Phosphorylierung ist 
namlich verhaltnismaBig gering, vgl. Lennerstrand und Runnstrém (7). 
SchlieBlich muB hervorgehoben werden, daB die benutzte Co-Zymase, 
der Apo-Zymase allein zugesetzt, keine Substratwirkungen gab. Anderer- 
seits gab sie mit Substrat keine Enzymwirkungen. 

Co-Zymasepraparate, die, wie unten geschildert, hergestellt worden 
sind, enthalten auch das Warburgsche Co-Ferment, vgl. Euler und 
Adler (6). Ich habe bisher die reaktivierende Wirkung des abgetrennten 
Warburgschen Co-Ferments nicht gepriift; Warburg und Christian (11) 
haben aber gezeigt, daB ihr Co-Ferment bei der alkoholischen Garung 
nicht wirksam ist. Es ist also wohl wenig wahrscheinlich, daB dieses 
Co-Ferment im Fluoridsystem wirksam ware. 

Aus den angefiihrten Tatsachen und Uberlegungen geht unzweifelhaft 
hervor, daB der Stillstand der Oxydation und Phosphorylierung im 
Fluoridsystem durch eine Inaktivierung von Co-Ferment, wahrscheinlich 
des Garungs-Co-Ferments, der Co-Zymase, zustande kommt. 


Folgende Vorstellungen tragen den experimentellen Tatsachen 
Rechnung: Bei der Garung bildet nach wiblicher Auffassung die Phos- 
phobrenztraubensaure die letzte phosphorylierte Stufe (12). Ich stelle 
mir vor, daB die Co-Zymase in den Garversuchen fortwaihrend von der 
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Phosphobrenztraubensaure phosphoryliert wird. Das Phosphat wird 
dann von der Co-Zymase direkt oder unter Vermittlung des Systems 
Adenylsiure = Adenosintriphosphorsaiure auf die Hexose iibertragen. 
In den Fluoridversuchen ist dagegen die Dephosphorylierung der Phos- 
phobrenztraubensaure gehemmt. Die Phosphorylierung der Co-Zymase 
auf dem Wege iiber die Dephosphorylierung der Phosphobrenztrauben- 
siure ist deshalb gehemmt. Es liegt nahe, die Inaktivierung der Co- 
Zymase damit in Zusammenhang zu bringen. Die dephosphorylierte 
Stufe der Co-Zymase ware nach dieser Vorstellung labil. Nach Huler, 
Albers und Schlenk (3) enthalt ein Molekiil Co-Zymase zwei Molekiile 
Phosphorsaure. Wir wissen zwar nicht, wie weit die Dephosphorylierung 
der Co-Zymase unter physiologischen Verhiltnissen geht; es liegt aber 
nahe, die neuerdings studierte Adenosindiphosphorsaure als Analogon 
heranzuziehen (13). Diese wird bei der Phosphatiibertragung zu der 
ein Molekiil Phosphorsaéure enthaltenden Adenylsaure dephosphoryliert. 
Myrbdck (14) hat nachgewiesen, daB die Co-Zymase durch vollstandige 
Dephosphorylierung inaktiviert wird. Man gelangt daher zu der Vor- 
stellung, da bei dem Ausbleiben der natiirlichen Phosphorylierung 
der Co-Zymase durch die Phosphobrenztraubensaure die Dephosphory- 
lierung tiber das physiologische AusmaB hinausgeht. Wahrscheinlich 
entsteht eine vollstandig dephosphorylierte inaktive Verbindung. Diese 
ist nicht nur als Phosphatiibertrager, sondern auch als Coenzym der 
Dehydrierung inaktiv. Der Sauerstoffverbrauch hért, wie schon er- 
wahnt, nach Inaktivierung der Co-Zymase auf. In Methylenblau- 
versuchen mit der Thunberg-Methodik findet man, daB die entfarbende 
Wirkung nach der Inaktivierung der Co-Zymase in Fluoridansitzen 
aufgehért hat oder auBerst stark verlangsamt ist. Als Substrate wurden 
Glucose, Hexosediphosphorséiure und Alkohol benutzt. 

Ks ist schon erwahnt worden, daB ein Zusatz von Hexosediphosphor- 
siure die Inaktivierung der Co-Zymase verlangsamt. In einer folgenden 
Mitteilung! wird dieses Verhalten noch weiter belegt und diskutiert 
werden. Im Sinne der obigen Darlegungen nehme ich an, daB die Co- 
Zymase auch durch Hexosediphosphorsaure phosphoryliert werden kann. 
Lutwak-Mann und Mann (9) haben neuerdings nachgewiesen, daB 
Adenylsaure durch Hexosediphosphorsiure phosphoryliert werden 
kann. Meiner Annahme nach wiirde die Co-Zymase ein analoges Ver- 
halten zeigen. Offenbar ist aber die Phosphorylierung durch Hexose- 
diphosphorsdure (oder durch aus dieser entstandenen Trioseester) 
weniger ergiebig als die durch Phosphorbrenztraubensdiure. Denn in 
Fluoridversuchen tritt ja auch in Anwesenheit von Hexosediphosphor- 
sdure die Inaktivierung der Co-Zymase friiher oder spater ein. 


? Vorlaufige Mitteilungen Lennerstrands (10). 
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Kine andere Méglichkeit ware die, daB die Inaktivierung der Co- 
Zymase zwar in einer Dephosphorylierung besteht, daB aber die Co- 
Zymase dennoch keine Rolle als Phosphatiibertrager spielt. Als solche: 
kénnte die Adenylsaure wirksam sein, die Co-Zymase dagegen wiirde 
nur fiir die Dehydrierung von Bedeutung sein. Nach Aufhéren det 
dehydrierenden Wirkung der Co-Zymase wiirde auch die Phospho- 
rylierung aufhoren, da eine Koppelung zwischen Phosphorylierung und 
Oxydoreduktionen vorliegt, an denen die Co-Zymase beteiligt ist. Fiu 
die Rolle der Co-Zymase als Phosphatiibertrager spricht indessen die 
schon oben angefiihrte Tatsache, daB die Garung offenbar auch in 
Abwesenheit von Adenylsiure vor sich gehen kann. Wenn die Co- 
Zymase dephosphoryliert und phosphoryliert wird, ist es auBerdem sehr 
wahrscheinlich, daB dieselbe auch an der Phosphatiibertragung teil- 
nimmt. 

Man kénnte sich schlieBlich auch vorstellen, daB in den Fluorid- 
versuchen die Co-Zymase durch Oxydation inaktiviert wird. In 
Gegenwart des einen starken Sauerstoffverbrauch bewirkenden Farb- 
stoffs Pyocyanin ware das wohl denkbar [Lipmann (15)]. Man findet 
indessen, da} die Inaktivierung der Co-Zymase auch in Ansatzen ohne 
Pyocyanin stattfindet, wenn die Dephosphorylierung der Phospho- 
brenztraubensaure durch Fluorid gehemmt ist. Es scheint somit der 
SchluB unvermeidlich, daB die verhinderte Dephosphorylierung in den 
Fluoridansatzen fiir die im Laufe des Versuchs vor sich gehende In- 
aktivierung der Co-Zymase verantwortlich ist. 


Methodik. 


Die Apo-Zymase wurde in der Weise hergestellt, daB 25 g Trockenhefe 
(aus Unterhefe der Hamburger Brauerei Stockholm) vierma! mit 700 cem 
Wasser ausgewaschen wurde. Ein so hergestelltes Praparat ist praktisch 
substrat- und cozymasefrei. 

Die benutzte Co-Zymase wurde aus Oberhefe hergestelit. 1 kg Hefe 
wurde mit 3 Liter Wasser bis 75 bis 80° erwarmt. Das Zentrifugat wurde 
durch Versetzen mit Pb-Acetat von Eiwei8 befreit, worauf die Co-Zymase 
als Hg-Verbindung gefallt wurde. Durch Einleitung von H,S wurde die 
Co-Zymase von Hg befreit. Es wurden drei Praparate benutzt, die als 
Co-Zymase 2, 3 und C bezeichnet sind. Alle waren stark aktiv. Ich danke 
Herrn /’. Alm fiir die Herstellung der Praparate. Die Adenosintriphosphor 
saure verdanke ich Herrn 7. Mann. Als Substrat diente in allen Versuchen 
eine 10°%ige Glucoselésung. Hexosediphosphorsaures Na wurde aus dem 
Ca-Salz durch Umsetzen mit Natriumoxalat hergestellt. Die benutzte 
MgCl,-Lésung enthielt 1,3 mg Mg/cem. Die Nak-Lésung war 0,6 °oig. 
Als Puffer dient meistens eine 2 °,ige Lésung von K—-Na-Phosphat, py 6,2. 

Der Sauerstoffverbrauch wurde manometrisch nach Warburg gemessen. 
Glucose, Pyocyanin und Hexosediphosphorséiure wurden zu der Zeit () 
eingekippt. In den Einsatz des Warburg-GefaBes kamen 0,3 ccm 5 °jige KOH. 
Die Garungsversuche wurden in Schiittelthermostaten ausgefiihrt. Di 
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gebildete Kohlensaéure wurde volumetrisch mittels einer Apparatur gemessen 
die im hiesigen Biochemischen Institut ausgebildet worden ist. Die Versuchs- 
temperatur war durchweg 25°. Der O,- bzw. CO,-Verbrauch ist in den 
Tabellen in emm bzw. ccm pro Ansatz angegeben worden. 

Zur Bestimmung des Phosphatgehalts wurde die Reaktion mit Trichlor- 
essigsiure unterbrochen. Die Phosphatanalysen wurden kolorimetrisch 
nach Teorell (16) ausgefiihrt, wobei drei Phosphatfraktionen bestimmt 
wurden: 

I. Anorganisches Phosphat. 

Il. Nach 3 Stunden in n H,SQ, bei 100° hydrolysierbares Phosphat. 

IiI. Totalphosphat nach Verbrennung mit Schwefelsiure und Per- 
hydrol [vgl. unsere friiheren Mitteilungen (4) (7)]. 

Die durch Analyse des Trichloressigséureextrakts erhaltenen P-Werte 
sind immer auf den ganzen Ansatz umgerechnet. Die Zahlen der Tabellen 
geben den Phosphatgehalt der drei Fraktionen in mg P des ganzen Ansatzes 
an. AI, 41f und 4 ILL sind die Verainderungen der Phosphatfraktionen, 
die wahrend des Versuchs eingetreten sind. 

Samtliche Versuche sind mehrmals wiederholt worden. In den meisten 
Versuchen sind Doppelbestimmungen ausgefiihrt worden. Den Kurven 
liegt der Mittelwert des O,-Verbrauchs zugrunde, 


A. Dauer der Oxydation und Phosphorylierung. 


Tabelle I. Phosphorylierung in Anwesenheit von Pyocyanin. 

In jedem GefiB: Apo-Zymase 0,2 g, Glucose 0,3 ccm, Hexosediphosphat 

0,3. eem, Co-Zymase 2 0,5cem, MgCl, 0,3cem, NaF 0,2 cem, Pyocyanin 
0,2 cem, K—-Na-Phosphat 1,5 cem, 2%ig, pu 6,2. 





‘raktio O2- 
B - SPR eric Seay eee ee ae ees a — Tisai acabdicn saihctrapsetiickiallinda lia Verbrauch 
ee I 4] II dil lil 4 ill emm 
0 6,25 — 1,90 — 1,22 _ 
1, 530 —095 | 134 —056 | 273 +1,51 119 
5,28 — 0,97 1.33 —0,57 2,76 + 1,54 138 
1 5,16 —1,99 115 —0,75 3,06 1,84 222 
5,17 — 1,08 1,06 — 0,84 3,14 + 1,92 205 
2 496 —1,29 1,03 —0,87 3,38 +2,16 274 
3 _ — _— _ _— _ 289 





Tabelle II. Ansatze wie in TabelleI, doch ohne Pyocyanin. 


: Zeit LES oe ae a . Fraktion Pe ee AES Ie Re pete Verbosach 
in Std. I 41 Ul sil tI gi este 
0 | 614 a 2,23 1,35 
My 5,40 —0,74* 1,67 —0,56 265 + 1,30 . 
| 5,30 —0,84 160 —0.63 282 +147 0 
1 5,22 —0,92 1,36 — 0,87 3,14 + 1,79 14 
| 503 —1,11 1,43 — 0,80 3,26 + 1,91 11 
2 492 —1,22 117 —1,06 3,63 + 2,28 25 
3 4,92 —1,22 104 —1,19 3,76 + 2.41 33 


* Der Unterschied zwischen den Phosphorylierungswerten der Tabellen I und II ist in 
diesen beiden Versuchen nicht groB. Es mn aber betont werden, daB der Vergleich der 
Phosphorylierungswerte von Ans&tzen ohne und mit Pyocyanin mit demselben Material an- 
gestellt werden mui. 
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Die Oxydation und Phosphorylierung im Apo-Zymasesystem mit 
Pyocyanin ist nach 2 bis 3 Stunden beendigt (Tabelle I)!. Die Phos- 
phorylierung im Apo-Zymasesystem ohne Pyocyanin hat einen gleich- 
artigen Verlauf (Tabelle I1). 


B. Zusatz von Co-Zymase und Hexosediphosphorsdure nach Beendiguny 
der Oxydation und Phosphorylierung. 

Wie friiher mitgeteilt wurde (10), k6nnen die Oxydation und Phos- 
phorylierung durch Co-Zymasezusatz oder noch besser durch gleich- 
zeitigen Zusatz von Co-Zymase und Hexosediphosphorsaure reaktiviert 
werden. Kin solcher Versuch ist unten angefiihrt worden (vgl. Tabelle II 
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Abb. 1. Bezeichnungen siehe Tabelle III. 











und Abb. 1). Die Werte vor und nach den Zusatzen wurden verglichen. 
Der Mittelwert des O,-Verbrauchs wahrend 2!/, Stunden in den 
12 Apparaten vor den Zusatzen war 354 cmm. 

Durch die Zusitze ist die Suspension um 24% verdiinnt worden. In 
dem Falle, wo 0,5cem Co-Zymase und 0,3 cem Hexosediphosphorséure 
zugesetzt wurden, ist also die Oxydation von derselben GréBe wie im Anfang 
des Versuchs. 

Im System ohne Pyocyanin bewirkt Co-Zymasezusatz allein keine 
oder nur eine sehr geringe Steigerung der Phosphatbindung. Hier muB 


' Dies gilt nur fiir den hier benutzten Phosphatgehalt. In einer kurzen 
Mitteilung (10) ist erwaihnt worden, daB sowohl die Oxydation als auch die 
Phosphorylierung von der Phosphatkonzentration stark abhiangig ist. 
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auBerdem Hexosediphosphorsaure zugesetzt werden. Oder man kann 
gleichzeitig mit Co-Zymase Pyocyanin zusetzen, worauf wiederum eine 
Phosphorylierung stattfindet. 

Aus den Tabellen III und IV geht hervor, daB bei Zusatz von 
Hexosediphosphorsaure allein keine Veranderung des anorganischen 
Phosphats eintritt. Dagegen dismutiert ein Teil des zugesetzten Hexose- 
diphosphats. 

C. Variation der Co-Z ymasekonzentration. 

In Tabelle V ist ein Versuch wiedergegeben, in dem die Konzentration 
der Co-Zymase variiert ist. Eine graphische Darstellung des Oxydations- 
verlaufs enthalt Abb. 2. Es ist ersichtlich, da8 die Oxydation in den 
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Abb. 2. Bezeichnungen siehe Tabelle V. Abb. 3. Bezeichnungen siehe Tabelle VI. 


Ansatzen, die bis 0,75 cem Co-Zymase enthalten, der Menge der zu- 
gesetzten Co-Zymaselésung proportional ist. Auch die Phosphorylierung 
wachst mit steigender Co-Zymasekonzentration. In den in dieser Arbeit 
besprochenen Versuchen ist die Konzentration der Co-Zymase immer 
innerhalb des proportionalen Gebiets gehalten. Ohne Co-Zymase ist 
die Oxydation sehr unbedeutend und eine Phosphorylierung tritt 
nicht ein. 





D. Zusatz von Pyocyanin zu Fluoridansdtzen nach verschiedenen Zeiten. 

In dem Versuch, der in der Tabelle VI wiedergegeben ist, wurde 
Pyocyanin wahrend des Versuchs zu verschiedenen Zeiten zugesetzt. 
Nach 3 Stunden erzeugt der Zusatz praktisch keinen O,-Verbrauch mehr 
(vgl. Abb. 3). Aus der Tabelle IV geht hervor, daB die Oxydation durch 
gleichzeitigen Zusatz von Co-Zymase und Pyocyanin reaktiviert werden 
kann. In dem hier besprochenen Versuch ist also die Co-Zymase nach 
etwa 3 Stunden vollstindig inaktiviert worden. 
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Tabelle V. 
In jedem GefaB: Apo-Zymase 0,2 g, Glucose 0,3 cem, Hexosediphosphorsiure 
0,3cem, MgCl, 0,3cem, NaF 0,2 cem, Pyocyanin 0,2 cem, K—Na-Phosphat 
2°% ig 1,5 ecm, Co-Zymase siehe unten. 
Die Ansitze mit dest. Wasser zu demselben Volumen aufgefiillt. 














Co- Fraktion _ Oo- 
Zymase 2 Zeit - - wa —______—_—_—_—_——_| Verbrauch 
eem I 4I ll 4iII Ill 4 ill emm 
l Std. 7,92 ° 1,26 1,28 
a 0 3 , 789' — 1,03 —0,23 1.54 + 0,26 60 
S < 7,97; — 1,18 —0,13) 1,36 + 0,08 41 
l — 8,00 1,30 1,29 
b 0.25 Miss 7,57 |— 0,43 0,73 —0,57\ 2,29 +1,00 139 
| aie 7,52 — 0,48 0,938 —0,37| 2,14 +0,85 136 
Pe 8,04 | 1,11 | 1,54 
c 0.5 ee 7,24 —0,80 0,62 — 0,49) 2,83 +129 276 
| 3. 7,28 —0,76 0,69 —0,42 2,72 +118 259 
0. 7,95 1,39 1,38 
d 0,75 _ 7,10 |— 0,85 0,74 —0,65| 2,88 +1,50 390 
a 7,16 \— 0,79 0,79 —0,60| 2,77 +1,39 393 
: 8,04 1,21 1,68 
¢ 1,0 | 3Std. 30 Min. | 7,00 — 1,04 0,91 — 0.30! 8,02 + 1,34 523 
18 , 80 , | 689 |—1,15 1,06 — 0,15) 2,98 + 1,80 529 
Tabelle VI. 
Ansatze wie in Tabelle IV. 
Pyo- | Fraktion O-Verbrauch 
eyanin | Die Oxydation emm 
‘ po hat os. a ——ee ees : peeages 
setz nach i . 
mesg I A I 4 il Wl | sil ona eI 
0 Std. 7.18 1,28 0,81 
, (0 »  88td. 40 Min. 5,50 —1,63 0,58 —0,70 3,14 + 2.88, 725 | 344 
0 , 8 , 40 , | 5,47 |—1,66) 0,51 |-0,67 3,24 |+ 2,43) 739 | 339 
» 105. 3 , 10 , 5,75 — 1,88) 0,32 0,96 3,15 |+ 2,34) 560 318 
105. (3, 10 , 5,66 ~1,47 041 —0,87 3,15 + 2,84) 553 314 
| 1, /2 , 40 , (601 —1,12 0,29 —0,99 2,92 |+ 2,11) 361 | 211 
“Wa . 12 . 40 , | 6,05 —1,08| 0,14 |—1,14) 3,03 | + 2,22) 378 | 221 
P }2 ,/1 , 40 , 6,86 | —0,77| 0,15 |— 1,18) 2,71 |+1,90] 119 | 76 
V2 » |1 , 40 , | 6,80 | — 0,88) 0,34 |— 0,94) 2,58 | + 1,77) 180 | 85 
| HI | i} j 
? (| 8 » | 40 Min. | 6,61 |—0,52 0,20 —1,08 241 +160 39 | 39 
a 6,58 —0,55 0,13 '-—1,15 2,51 +1,70) 38 38 
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Wenn man auBer Pyocyanin auch Hexosediphosphorsaure nach 


verschiedenen Zeiten zusetzt, nimmt die GréBe der Oxydation in 


gleichartiger Weise wie 
im vorigen Versuch all- 
mihlich ab ( vgl. Abb. 4). 
Parallel mit dieser Ab- 
nahme der Oxydation 
geht eine Verminderung 
der Phosphorylierung 
(Tabelle VII). Indiesem 
Falle ist der Phos- 
phatgehalt gréBer als 





900s 
nun F a 
800 t f 
/ 


600+ ff. 
a i ~——+ 


D yoo 





RE de 


700 : t 
Ab 














im vorigen Versuch, fc 
. 200 tp} +f — 
weshalb der O,-Ver- / ae 
brauch und die Phos- 100 ; ~-———4 + ~_ 
phorylierung _starker / VA Pas 
sind. 0 7 2 3 ri 5 Sb 
Abb. 4. Bezeichnungen siehe Tabelle VII. 
Tabelle VII. 
Ansitze wie in Tabelle IV. Phosphat 4 ° ig. 
c Die 
: 1 gg Dauer der Fraktion van. 
Zusitze macht Oxydation brauch 
nach —_o sap ssasselapeces aint signs iponianessinay 
Std. Std. I JI I sil Ul 4 ill emm 
0,2 cem 
Pyocyanin 0 12,78 1,57 19 
a\i+03cem) 0 2 10,77 —2,01 1,51 — | 3,26 |+2,07]) 839 
destillert. | 2 10,82, - 1,96 1,64 5 — 3,18 '+ 1,99! 829 
Wasser 
— 0 18,85 3,13 1,92 
be Oscem 2 2 12,00 ~ 1,85 2,20 —0,93 4,70 +2,78\ 5865 
sae 2 42.07 —1'78 226 —O.87 457 +265. 7085 
( 0 13,47 2,75 2,68 
ce { Dasselbe 3 2 12,98 —0,49 2,29 —046 3,63 +095 215 
| 2 12.95 —0,52 1,87 -088 4,08 +140 221 
0 13,86 2.05 2,99 
d ‘ 5 2 13,72/—0,14 2,08' — 3810 — 37 
2 13,62; 0,24 218 — 310) — 57 
Wahrend 
Ohne 0 12,78 1,57 1,19 der 
a Zusatz 6 12,22 — 0,56 1,25 —0,32 2.07 + 0,88 letzten 
15 cmm 
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EB. Zusatz von Pyocyanin, Glucose und Nak zu Gdrungsansatzen., 

Im Apo-Zymasesystem ohne Fluorid und Pyocyanin findet Garung 
statt. Die CO,-Entwicklung hért indessen allmahlich auf (vgl. Abb. 5). 
Nilsson und Alm (17) haben gezeigt, daB bei erneutem Substratzusatz 
die Garung wieder anfangt. Aus 














16; — 
cms | diesem Versuch geht hervor, dab 
| die Co-Zymase nicht inaktiviert 
ol | worden ist. Dasselbe kann ge- 
. zeigt werden, wenn man NaF, 
| | Pyocyanin und Glucose zu einem 
CO, Garansatz setzt, in dem die 
| CO,-Entwicklung beendigt ist. 
" / | | | Man findet dann einen starken 
| / Sauerstoffverbrauch. Auch wenn 
faa —s > ; ae, die Garung in vollem Gange ist, 


erhalt man unter denselben Ver- 
Abb. 5. Die Pfeile markieren die Zeit- on tem Chrediadt A 
punkte, zu denen je 2ccm Garungsgemisch 1altnissen ene xydation von 
in das Warburggefif iibergefiihrt wurden. etwa derselben GréBe. 
Zu diesem Zweck wurde eine Reihe von Garansaétzen durchgefiihrt. 
In jedem Ansatz folgende Suspension: 


PIII 55 5S Sa Sloe ace) SoU a we, ee Oe 

ee ee one ee Oe ee ON 
Hexosediphosphorséure ...-. ........ 0,2 4g, 
CRED ss 5h ce ok Seo ee ee as cas 
MgCl, . etn Meee a ee es o4 .. 
K—Na-Phosphat 10%ig, po 6,2. .......05 =, 


Der Verlauf der Garkurve ist in Abb. 5 angegeben. Von diesen Ansatzen 
wurden nach bestimmten Zeiten 2 cem in ein Warburg-GefaB iibergefiihrt. 
Die GefaBe wurden in folgender Weise beschickt: 





aund b ¢ bis h 

ecm ecm 
ORR og: aul einer cota 2 2 
ONE a ga et ws LS 0,3 0,3 
Puffer (derselbe wie im Garansatz) -- 0,5 
ONE coe nas oo Me ee 0,2 0,2 
RTMRIOAND Si cs ro 5 ic crety: aries OSs 0,2 0,2 
Destilliertes Wasser. . 2... 0,5 _ 


NaF und Puffer wurden zu der Suspension gesetzt. Glucose und Pye- 
cyanin wurden zu der Zeit 0 eingekippt. 

Die Werte des O,-Verbrauchs und der Phosphorylierung findet man in 
Tabelle VIII. Auf der Garkurve (Abb. 5) ist markiert, zu welchen Zeiten 
Fluorid und Puffer zugesetzt wordenist. 10 bis 20 Minuten spater wurden 
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Pyocyanin und Glucose eingekippt. Aus der Tabelle VIII und Abb. 6 ist 
ersichtlich, daB die Fahigkeit zur Oxydation und Phosphorylierung 
im Laufe des ganzen Garversuchs unverandert bleibt. In den letzten 
Ansatzen, in denen die Garung durch Fluoridzusatz unterbrochen wurde, 
ist die Fahigkeit zur Oxydation und Phosphorylierung sogar etwas 
gestiegen. Durch den Zusatz des Phosphatpuffers zu den Ansatzen ¢ bis h 
ist die Oxydation und Phosphorylierung etwas héher als in @ und 6. 
Durch diesen Zusatz ist der Phosphatgehalt auf dieselbe GréBe gebracht 
worden wie in dem in Tabelle VII wiedergegebenen Versuch. 























800 
3 
mm 
700 a 
VA / 
600 t . f 7 
Yew 3 y if 
| 7. 
: 500 7 | yr 
| 400 Ba 
& / 
300 f 
200 vs | 
100} ff f 
pe Sa 
7 2 7 S08 
Abb. 6. Bezeichnungen siehe Tabelle VIII. 
Tabelle VIII. 
Dauer der (g,  Dauer der Fraktion vas. 
Girung “  Oxydation brauch 
Std. eem Std. I 41 HT ait | Wt | 4101 emm 
0 me 0 8,45 0,96 0,42 
0 — 2 7,24 —1,21 0,51 —045 2.08 +1,66 426 a 
0 -- 2 7,04 —1,41 0,55 —0,41 2,24 +1,82 417 b 
1 1 6,80 0 11,87 4,83 2,80 
1 7,10 2 10,22 —1,65 4,33 0,50 4,95 +2,15 563 ¢ 
2 2 11,70 2 = = _ - _ 546 dd 
3 3 13,50 0 12,25 4,99 2,26 
3 13,35 2 11,83 —1,92 4,03 —0,96 514 +288 616 e 
4 4 14,65 0 12,70 4,65 2,15 
4 14,70 2 10,82 —1,88 3,89 —0,76 4,79 +264 662 f 
5 5 15,90 0 12,98 4,72 1,80 
5 5,95 2 11,02 —1,96 3,75 —097 4.73 +293 674 g 
5 15,80 2 11,08 — 1,90 4,01 —0,71 4,41 + 2.61 747 oh 
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Durch diesen Versuch ist gezeigt worden, daB die Co-Zymase bei 
der Garung geschiitzt ist. In Anwesenheit von Fluorid wird diese: 
Schutzmechanismus zerstort. Am nachsten liegt die Annahme, daB die 
Phosphatiibertragung von einem phosphorylierten Dreikohlenstoffkérpe1 
zu Co-Zymase verhindert ist. Aus Tabelle IX geht hervor, daB wede1 
Zusatz von Muskeladenylsiure noch von Adenosintriphosphorsaure 
die Co-Zymase im System mit Fluorid ersetzen kénnen. Der Zusatz 
von Muskeladenylsiure oder Adenosintriphosphorséure zu Fluorid- 
ansatzen, in denen Oxydation und Phosphorylierung zum Stillstand 
gekommen sind, hat keine reaktivierende Wirkung, wie Tabelle X zeigt. 


Tabelle IX. 


Suspension: Apo-Zymase lg, MgCl, 1,5cem, K--Na-Phosphat 2 % ig 7,5ceem. 

In jedem GefiB: Suspension 2 cem, Glucose 0,3 cem, Hexosediphosphor- 

siure 0,3cem, Pyocyanin 0,2cem, NaF 0,2ccm, dest. Wasser 0,5 ccm. 

Adenosintriphosphorséure: 28,3 mg adenosintriphosphorsaures Ba wurden 
in 0,19 cem n HCl geloést. 

Ba wurde mit 4,38cem K,SO,, 0,231 ¢/100 ccm, gefallt. Neutralisiert. 

Muskeladenylsiure: 35,7 mg Muskeladenylsiure wurden in 4ccm dest. 
Wasser gelést. Neutralisiert. 








rrakti O>- 
Zeit Fraktion Veshenach 
Std. I 4I cmm 
| 0 7,40 
0,5 cem Co-Zymase C : 3 6,58 — 0,82 412 
| 8 656 | —084 412 
ee een Om: | 0 7,55 
0,5cem Adenosintriphosphorsaure — . \ 3 755 = 1 
n 1% | 0 7,60 
1D ce sKe t . € > 4] ¢ 
0.5 com Muskeladenylsaure | 3 7B c o4 


Tabelle X. 
Ansiitze wie in Tabelle IX. Zu ec und d kein dest. Wasser. 
Nach 2,5 Stunden wurden Muskeladenylsaure und Adenosintriphospho1 
siure zugesetzt. 10 Minuten spater wurden die Zusatze eingekippt und die 
Oxydation wahrend 1,5 Stunden gemessen. 





O»-Verbrauch 


Ansatz Zeit 
emm 
a 2 Std. 30 Min. 375 
9 é Fs 
Oxydation vor dem Zusatz ... . : 9 ra < 
| d eg ee: i 472 
Oxydation nach ‘Zusatz von 0,5 ccm a BD gh ae oe 18 
Muskeladenylsiure ...... b l 2 Oe 23 
Oxydation nach Zusatz von 0,5 ccm ¢ es | aoe 36 
Adenosintriphosphorsaure d rr: ee 36 
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F. Einwirkung des Hexosediphosphats auj Oxydation und Phosphorylierung. 

Nilsson hat gezeigt, daf die Phosphorylierung im Apo-Zymase- 
system in hohem Grade von der Konzentration der Hexosediphosphor- 
siure abhangt (18). Auch fiir das System mit Pyocyanin gilt dasselbe. 
Hier ist auBerdem die GréBe der Oxydation von der Hexosediphosphor- 
siurekonzentration abhangig, was aus einem friher veréffentlichten 
Versuch hervorgeht (7). Am Anfang des Versuchs bis zu etwa 40 Minuten 
ist der O,-Verbrauch praktisch genommen unabhangig von der Konzen- 
tration der Hexosediphosphorsaure. Aber dann wachst die Oxydation 
mit steigendem Hexosediphosphorsaéuregehalt. Auch die Phosphory- 
lierung steigt mit der Hexosediphosphorsiurekonzentration. 

Wie friiher hervorgehoben ist (Tabellen III und IV), hat Zusatz 
von Hexosediphosphorsaure, wenn die Oxydation und Phosphorylierung 
beendigt ist, keine Wirkung. 


G. Priifung der Inaktivierung der dehydrierenden Wirkung der Co-Zymase, 

Bei der Inaktivierung der Co-Zymase in Anwesenheit von Fluorid 
geht auch das Vermégen der Co-Zymase verloren, Oxydoreduktionen 
zu aktivieren, was in Methylenblauversuchen mit der T’hunberg-Methodik 
nachgewiesen werden kann. 

Zu diesem Zweck wurde eine Reihe Ansitze hergestellt und 21/, Stunden 
geschiittelt. Die Ansatze wurden in der folgenden Weise beschickt: 

Suspension: Apo-Zymase |g, K—-Na-Phosphat 2 ° ig, px 6,2, 5,00cem, 
MgCl, 1,5cem, NaF 1,0 ccm, dest. Wasser 2,5 ccm. 

In jedem GefaB: Suspension 2 cem, Glucose 0,2 cem, Hexosediphosphor- 
sdure 0,3 cem, Co-Zymase 3 0,5 cem. 

Von jedem Gefa wurden 2 cem in eine Thunberg-Roéhre iibergefiihrt. 
Zu der Zeit 0 wurden Methylenblau und Substrat eingekippt. 


Beschickung der Thunberg-Réhre: 





a b e d 
ecm ecm ecm ecm 
Warburg-Ansatz . . . 2 2 2 2 
Glucose 10% ig .. . 0,3 — -- _ 
Alkohol 40% ig .. . — 0,3 — - 
Hexosediphosp horsiure ~~ — 0,3 - 
Destilliertes Wasser. — _— — 0,3 
Methylenblau 0,1 %ig . 0,5 0,5 0.5 0,5 
Nach 2 Std. Nach 2 Std. Nach33Min.| Nach 2 Std. 


nicht entfarbt/nicht entfarbt entfarbt | nicht entfarbt 


Zu einer Thunberg-Rohre mit Alkohol als Substrat wurden 0,5 cem 
Co-Zymase zugesetzt. Abfairbung nach 11 Minuten. In Gegenwart von 
Co-Zymase tritt in Ansitzen mit Hexosediphosphorséiure und Glucose 
sofortige Entfarbung ein. 


Dies ist eine Mitteilung aus der von der Rockefeller Foundation unter 
stiitzten Forschungsgemeinschaft fiir experimentelle Biologie der Uni 
versitat Stockholm. Herrn Prof. J. Runnstrém und Dr. R. Nilsson sage 
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ich meinen Dank fiir Anregungen und Ratschlage, Frau Ast? Runnstrom fiir 
technische Hilfe. 
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Uber den fluoreszenzspektrographischen Nachweis 
des 1, 2-Benzpyrens. 
Von 
(i. Miescher, F. Almasy und K. Kliiui. 
(Aus der Dermatologischen Universitatsklinik in Ziirich.) 
(Eingegangen am 10. Juli 1936.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


In zwei vor kurzem erschienenen Mitteilungen gelangen Sannié (1) 
(Inst. du Cancer de la Faculté de Médecine, Paris) und Mayneord und 
Roe (2) [Cancer Hospital (Free), London] zu widersprechenden Er- 
gebnissen tiber den fluoreszenzspektrographischen Nachweis des 1, 2- 
Benzpyrens in komplexen Gemischen, wie hochsiedenden Teerfraktionen, 
Schroeter-Gemisch (3), sowie in tierischen Geweben. Sannié halt es fiir 
unwahrscheinlich, daB das Fluoreszenzspektrum des 1, 2-Benzpyrens 
in solehen Gemischen beobachtet werden kann und schlieBt vollends 
die Méglichkeit aus, das Schicksal carcinogener Substanzen im Organismus 
allein aus Fluoreszenzdaten zu bestimmen. Nach diesem Autor laBt die 
oft extreme Empfindlichkeit der Fluoreszenzspektren gegeniiber Spuren 
von Verunreinigungen noch eher an eine eventuelle Anwendung als 
Reinheitstest denken. .Wayneord und Roe stellen demgegeniiber fest, daB 
1, 2-Benzpyrenproben verschiedener Herkunft und sehr verschiedenen 
Reinheitsgrades, deren Schmelzpunkt zwischen 171 und 177,5° variierte, 
praktisch das gleiche Fluoreszenzspektrum lieferten, und gelangen zum 
SchluB, daB der fluoreszenzspektrographische Nachweis des Benz- 
pyrens als eine brauchbare qualitative Methode anzusehen ist. 

Wir bearbeiten die von diesen Autoren untersuchte Frage seit 
mehr als 1!/, Jahren im Rahmen eines Programmes, das zunachst eine 
systematische Priifung der carcinogenen Eigenschaften der in der ein- 
heimischen Industrie zur Anwendung gelangenden Teere bezweckt. 
Der aktuelle Charakter des Problems und namentlich der Widerspruch 
zwischen den Ergebnissen fiihrender Krebsforschungsinstitute ver- 
anlassen uns zur Mitteilung bisheriger Resultate, obgleich wir die Zahl 
der untersuchten Teere noch nicht als hinreichend betrachten, um ein 
abschlieBendes Urteil iiber die fluoreszenzspektrographische Nachweis- 
barkeit des 1, 2-Benzpyrens fallen zu kénnen. 

Der optische Nachweis carcinogener Bestandteile des Steinkohlenteers, 
Tonschieferéls und mineralischen Schmieréls geht auf eine Beobachtung 
Maymneords (4) aus dem Jahre 1927 zuriick, nach der die von Bloch und 
Dreifuss (1921) (5) als Trager der krebserregenden Wirkung erkannten, 
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oberhalb 400° siedenden Fraktionen des Steinkohlenteers, sowie die von 
Kennaway (1924)(6) synthetisch dargestellten carcinogenen Gemisch: 
polyeyklischer Kohlenwasserstoffe eim intensives Fluoreszenzspektrum mit 
drei Banden bei ungefaihr 4040, 4270 und 4540 A geben. Hieger (7) gelangt: 
durch Fraktionierung eines Ansatzes von 2000kg Steinkohlenteerpech 
unter Benutzung dieses Fluoreszenzspektrums als Indikator zu einer be- 
deutenden Anreicherung der aktiven Substanz. Aus seinen bereits kristallini 
schen Konzentraten haben Cook, Hewett und Hieger (7) einen reinen 
Kohlenwasserstoff von hoher Aktivitaét isoliert und als 1, 2-Benzpyren 
identifiziert. Verschiedene einfache Benzanthracenderivate, die sich gleich 
falls als krebserregend erwiesen hatten, sind als Ursache des Teerkrebses 
wohl auszuschlieBen, da sie im Teer bisher nicht gefunden wurden und ihre 
Aktivitat tiberdies gering ist (8). Dem Nachweis des 1, 2-Benzpyrens in 
Teeren, Tonschieferélen usw. kommt daher fiir die Beurteilung der krebs- 
erregenden Eigenschaften dieser Produkte, zumindest bis zur Feststellung 
weiterer hochaktiver Bestandteile groBe Bedeutung zu, falls man die sehr 
umstéandlichen Pinselungsversuche durch ein rationelleres Verfahren zu 
erganzen bestrebt ist. 

Gleich wie Sannié untersuchten auch wir das Fluoreszenzspektrum 
und das Absorptionsspektrum des 1, 2-Benzpyrens von Anfang an unter 
Verwendung von optisch reinem Hexan (9) als Lésungsmittel. Henri und 
seine Mitarbeiter, sowie verschiedene andere Autoren (10) haben gezeigt. 
daB das Absorptionsspektrum in Hexan geléster organischer Substanzen 
gegeniiber dem Dampfspektrum verhaltnismaBig wenig verandert et 
scheint und die Vibrationsstruktur des letzteren, im Gegensatz zu den 
Spektren z. B. alkoholischer, atherischer, wasseriger Lésungen, noch 
ziemlich gut erkennen laBt. Wie leicht einzusehen, ist dies fiir die 
spektrographische Identifizierung chemischer Verbindungen von sehr 
erheblicher Bedeutung. Da Fluoreszenzspektren in noch héherem Mali 
als Absorptionsspektren durch das Lésungsmittel beeinfluBt werden. 
ist das dipolfreie und im naheren Ultraviolett (bis etwa 2000 A) nicht 
anregbare Hexan auch fiir fluoreszenzspektrographische Untersuchungen 
den meisten anderen Lésungsmitteln vorzuziehen. Die fiir die vor- 
liegende Untersuchung benutzten 1, 2-Benzpyrenpraparate wurden nach 
Angaben von Cook und Hewett (7) von Herrn Dr. Schaaf, wissenschaft- 
lichemOberassistenten an der dermatologischen Klinik, synthetisch dar- 
gestellt und nach Winterstein und Vetter (11) chromatographisch ge- 
reinigt. Sie lieBen bei der Mikroschmelzpunktbestimmung, die wir dem 
liebenswiirdigen Entgegenkommen von Herrn Dr. M. Furter verdanken, 
noch geringe Beimengungen (~ 0,5°) einer Fremdsubstanz vom 
Schmp. 141° erkennen, wahrend der Schmelzpunkt der Hauptmasse 
der Kristalle bei 175 bis 176° lag. 

Zur Anregung des Fluoreszenzleuchtens benutzten wir die einfache. 
auf Abb. 1 dargestellte Apparatur. Das aus geschmolzenem Quarz 
angefertigte Woodsche Rohra [eine nahere Beschreibung desselben 
findet sich in (12)] enthielt die Benzpyrenlésung, der Rohrmantel / 
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eine Filterfliissigkeit. Als Lichtquelle diente eine Quecksilberbogen- 
lampec. Die Einstrahlung erfolgte von unten oder von der Seite. In 
Versuchen mit stark gefirbten Lésungen (Teerextrakten) haben wir 
von vorn eingestrahlt um die Reabsorption des Fluoreszenzlichtes 
herabzusetzen. In diesem Falle muBte zwischen der Lampe und dem 
Rohrfenster eine flache Filterkiivette oder ein Glasfilter angebracht 
werden. Die Lampe und das Woodsche Rohr wurden durch den Luft- 
strom eines kraftigen Ventilators gekiihlt. Als Spektrographen (Sp) 
dienten die Hilgerschen Quarzapparate E | (System Littrow) und E 2, 
deren Dispersion bei 4000 A 12,5 bzw. 30 A pro mm betragt. Es wurden 
Perutz Silber-Eosin-Platten verwendet. Die Expositionszeit betrug 
beim E 2-Apparat 10 Minuten bis 3 Stunden, wihrend der viel licht- 
schwachere E 1-Spektrograph Expositionen von 3 bis 7 Stunden er- 
forderte. Die Ausmessung der Fluores- 
zenzspektren erfolgte mit Hilfe des koin- 
zidierend aufgenommenen Eisenbogen- 





spektrums. Fiir grébere Vergleiche = — 
genigten die Quecksilberbogenlinien des [ 
Streulichtspektrums als Bezugslinien. Ot ee anna 

Die Lage und die Struktur der 
Fluoreszenzspektren haingen bei nor- 
malem Verlauf der Anregung von der 
Frequenz der anregenden Strahlung 
ab [vgl. (13)]. Wir suchten aus diesem Grund die Fluoreszenz 
des 1, 2-Benzpyrens durch Einstrahlung méglichst unterschiedlicher 
Absorptionsfrequenzen anzuregen und fiihrten entsprechend den drei 
Hauptbereichen (Elektronenbandensystemen) des Absorptionsspektrums 
die Versuche unter Verwendung dreier verschiedener Lichtfilter durch, 
deren kurzwellige Durchlassigkeitsgrenze bei 2460 A (95% Essigsiaure 
in Wasser), 2720 A (10% Benzol in Hexan) und 3340 A (0,17 °% Salieyl- 
siure in Wasser) lag (d = 0,8cm). Die Fluoreszenzspektren des 1, 2- 
Benzpyrens, welche wir mit diesen Filtern erhielten, zeigten durch- 
weg die gleiche Struktur und wiesen nur geringe Unterschiede in der 
Intensitatsverteilung auf. Dadurch war erwiesen, daB die Benzpyren- 
fluoreszenz von der Anregungsfrequenz nicht wesentlich abhangt, und 
die schwierige Aufgabe der méglichst monochromatischen Anregung 
muBte nicht weiter verfolgt werden. 








Abb. 1. 


Die Unabhangigkeit des Fluoreszenzspektrums von der Anregungs- 
frequenz wird bei Lésungen haufig beobachtet, kommt aber auch _ bei 
Dampfen zuweilen vor. Die Ursache dieser Erscheinung, die sich durch sehr 
einfache experimentelle Befunde auszeichnet, ist nicht in einer besonderen 
Einfachheit des Anregungsvorganges zu suchen. Vielmehr stellt diese Art 
von Fluoreszenzspektren das Ergebnis komplizierter und noch wenig er- 
forschter inter- und intramolekularer Energieiibertragungen im angeregten 
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Elektronenzustand dar, oder die Folge photochemischer Zerfallsprozess« 
(Zerfallsfluoreszenz, Wiedervereinigungsleuchten), waihrend die von de: 
Anregungsfrequenz abhingenden Fluoreszenzspektren, vor allem die sog. 
Resonanzspektren, auf verhaltnismaBig einfache und gut bekannte Vorgange 
zurickgefiihrt werden kénnen. 

Wir erhielten das auf Abb. 2 dargestellte Fluoreszenzspektrum des 
1,2-Benzpyrens im Konzentrationsbereich von 10~° bis 10-8 molar. 
In reiner Hexanlésung kann das 1, 2-Benzpyren mithin noch in 
Konzentrationen von etwa 2,5 y pro Liter fluoreszenzspektrographisch 
nachgewiesen werden. Es seidarauf hingewiesen, daB bei der Fluoreszenz- 
anregung in verdiinnten Lésungen das Ramanspektrum des Lésungs- 
mittels gleichfalls erhalten wird und durch Uberlagerungen zu Mib- 
verstandnissen AnlaB geben kann. Durch den Vergleich der Fluoreszenz- 
spektren mit dem Ramanspektrum des reinen Lésungsmittels wird man 
in solchen Fallen stets eine Zuordnung der Banden erzielen kénnen. 
Bei Benzpyrenkonzentrationen oberhalb etwa 10~° molar erscheint 
die Intensitatsverteilung im Fluoreszenzspektrum verandert, indem mit 
zunehmender Konzentration der kurzwelligere Teil des Spektrums mehr 
und mehr an Intensitaét verliert (Reabsorption des Fluoreszenzlichts). 
Die starkste Bande des Fluoreszenzspektrums, 4033 A, die auch im 
Absorptionsspektrum auftritt, wird durch Selbstumkehrung [vgl. (13) | 
besonders stark geschwacht. Weniger reine Praparate zeigen in Uber- 
einstimmung mit Sanniés Befunden in konzentrierteren Lésungen 
(c > 10-4 molar, fiir das noch nicht chromatographisch gereinigte 
Produkt) weitere Banden bei ungefahr 4590 und 5560 A, die zum Teil 
das Benzpyrenspektrum iiberdecken. Nicht bestatigen konnten wir 
die von diesem Autor mitgeteilten bedeutenden Verschiebungen der 
Bandenlagen mit zunehmendem Reinheitsgrad der Praparate und bei 
wechselnder Konzentration der Lésungen. Wir fiihren dies hauptsach- 
lich darauf zuriick, da Sannié mit viel konzentrierteren Lésungen 
(2.10-5 bis 2.10-3 molar) als wir arbeitete und deshalb durch Ver- 
unreinigungen der Praparate weit mehr gestért wurde. Im Konzen- 
trationsbereich von 10-5 bis 10-8 molar konnten wir mit Hilfe des Moll- 
schen Registriermikrophotometers (14) eine zufriedenstellende Konstanz 
der Bandenlagen feststellen. 

13 sei bemerkt, da stark exponierte Aufnahmen intensiver 
Fluoreszenzspektren infolge der gegenseitigen Uberlagerung benach- 
barter Banden betrachtliche Verschiebungen der Bandenlagen auf- 
weisen kénnen. Kine weitere, besonders schwerwiegende Fehlerquelle 
der iiblichen spektrophotographischen Ermittlung der Lage von 
Emissions- und Absorptionsbanden beruht darauf, daB die Empfind- 
lichkeit der photographischen Platten im sichtbaren Spektrum in 
hohem MaBe von der Wellenlinge abhingt. Das Schwarzungsmaximum 
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der spektrographisch aufgenommenen Fluoreszenzbanden wird gegen- 
liber devem Inten-itatsmaximum mehr oder minder stark verschoben, 
falls sich den Banden ein ai f- oder absteigender Ast der spektralen 
Empfindlichkeitskurve der Platte tiberlagert. Die GréBe derartige: 
Verschiebungen erscheint durch die Intensitaét und Breite der Banden, 
d. h. aueh durch die Konzentration det 
Losungen, sowie durch die Steilheit der 


mol, 
mol 


Empfindlichkeitskurve im betreffenden 
Wellenlangengebiet bestimmt. Wir be- 


> mol. 


10 
1( 





trachten aus diesen Grinden die in der 


mol. 


iblichen Weise ermittelten Lagen der sicht- 


acen 0,2 


baren Fluoreszenzbanden als oft nur sehr 


thracen 10 


mol, 






mit 


ungenau definiert und weisen im wbrigen 
darauf hin, daB die exakte Bestimmung 


: o5 Ee z= F der Bandenlagen eine Ausmessung der 

= . s : ~ Intensitatsverteilung in den Fluoreszenz- 

sh ea8 & spektren erfordern wiirde, welche schwie- 

24 — rige und recht umstandliche Aufgabe [vgl. 

z. B. (14)| praktisch aber kaum in Frage 

S998 = kommen diirfte. Bei dem Vergleich der 


Angaben verschiedener Autoren hat man, 
wie die obigen Ausfiihiungen erkennen 
lassen, noch darauf zu achten, daB durch 
die Verwendung verschiedener Platten- 
sorten gleichfalls Unterschiede der Ban- 


ae denlagen vorgetauscht werden kénnen. 
Trotz dieser Fehlerquellen fanden wir 

+ unterden von uns eingehaltenen Versuchs- 

8oEF é bedingungen, im Gegensatz zu Sanniés 


Ergebnissen, eine bemerkenswerte Kon- 





stanz der Bandenlagen des Benzpyrens. 

In analoger Weise, wie das 1, 2-Benz- 
pyren untersuchten wir eine Anzahl 
anderer hochsiedender Teerbestandteile, 
deren Fluoreszenzspektren zim Teil avf 
Abb. 4¢ bis 41 wiedergegeben sind. Einige 
L9G dieser Spektren konnten lediglich mit dem 
kurzwelligen, vom Essigsiure- oder Ben- 
zolfilter hindurchgelassenen Licht der 





Quecksilberlampe angeregt werden, waihrend die Anregung mit dem 
Salicylsiure- oder dem Woodschen Filter nicht gelang. Dieses Ver- 
halten, das in der mehr oder minder weiten Ausdehnung des Ab- 
so: ptionsspektrums gegen Rot seine Erklarung findet, besitzt einige 
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Bedeutung in Hinsicht ai f die 
gesonderte Anregung einzelner 
Spektren in Lésingen, die Ge- 
mische mehrerer fli oreszieren- 
der Stoffe enthalten. 


Die Beschaftigung mit 
solechen Gemischen lie’ uns 
die grobe Bestindigkeit des 
Benzpyrenspektrums deutlich 
erkennen. Abb. 3. gibt die 
Spektren dreier — Lésungen 
wieder, die 1, 2- Benzpyren 
(es wurde das noch nicht 
chromatographisch gereinigte 
Prodi kt verwendet) und das 
eleichfalls carecinogene 1. 2, 
5.6-Dibenzanthracen in den 
Konzentrationsverhaltnissen 
1:5, 1: lund 5: 1 enthielten. 


Wie der Vergleich mit .den 
beigefiigten Spektren der bei- 
den Komponenten lehrt, findet 
eine weitgehende Uberlagerung 
der Benzpyren-und der Dibenz- 
anthracenfluoreszenz statt. 
Kine Lésung, die 1, 2-Benz- 
pyren, Pyren, Reten, Chrysen, 
Fluoranthen, Phenanthren, 
Anthracen und £-Methyl- 
anthracen durchwegs in der 
Konzentration von 10-° molar 
enthielt, ergab zu unserer 
Uberraschung das auf Abb. 4a 
dargestellte Fluoreszenzspek- 
trum, das mit dem Spektrum 
des Benzpyrens praktisch koin- 
zidiert. In diesem Falle wird 
die Fluoreszenz der iibrigen 
Komponenten somit vollstin- 
dig ausgeléscht und es tritt 
lediglich das Spektrum des 
Benzpyrens auf. 


Reten 10 
Anthracen 
mol, 


mol 
+ Phenanthren 10 


mol 
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mol 


Pyren 
’mol. 


mol. 
mol. 
> mol. 
> mol. 
> mol. 


mol, 
>mol 


10 
> mol. 


mol 





3-Methylanthracen 10 


Fluoranthen 10 
Phenanthren 10 


Benzpyren 10 
Chrysen 10 
Anthracen 10 


: Benzpyren 
Pyren 10 
Reten 10 


b: 


f 


e: 








4. 


Abb. 














196 G. Miescher, F. Almasy u. K. Klaui: 


Im Gegensatz zu der durch die erwahnten und ahnliche Beob- 
achtungen begriindeten Ansicht ber den geringen EinfluB von Bei- 
mengungen auf das Fluoreszenzspektrum des 1, 2-Benzpyrens, ergaben 
unsere anfanglichen Versuche zum fluoreszenzspektrographischen Benz- 
pyrennachweis in Teeren keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Wir 
extrahierten die Teerproben (200 g) mit Benzol, destillierten den Auszug 
bei 14mm Druck und extrahierten den oberhalb 220° siedenden De- 
stillationsriickstand erneut mit Benzol. Der so gewonnene Extrakt 
wurde durch Abdampfen vom Benzol befreit und mit Hexan, soweit er 
darin léslich war, aufgenommen. Die Hexanausziige zeigten weder 
direkt noch nach Verdiinnen die Fluoreszenzbanden des 1, 2-Benzpyrens. 
Auch bei nachtraglichem Zusatz von Benzpyren bis zur Konzentration 
10-° molar, traten dessen Banden im Fluoreszenzspektrum der Ausziige 
nicht auf, obgleich die Benzpyrenfluoreszenz bei dieser Konzentration 
in reiner Lésung sehr intensiv ist. Die erhaltenen Spektren lieBen 
erkennen, daB keine einfache Uberlagerung der Benzpyrenbanden durch 
die im gleichen Spektralbereich emittierten Fluoreszenzspektren anderer 


Teer + Benzpyren 


Benzpyren 10-5 mol. 





= x Dy 
z $ e 
Abb. 5. 


Teerbestandteile stattfindet, sondern daB eine Ausléschung der Benz- 
pyrenfluoreszenz durch Begleitstoffe anzunehmen ist. Wir suchten 
aus diesem Grund die vermuteten st6renden Beimengungen vor der 
fluoreszenzspektrographischen Untersuchung abzutrennen. Zu diesem 
Zweck schien uns zunachst die chromatographische Analyse nach 
Winterstein und Vetter(11) am besten geeignet, doch muBten wir 
dieselbe trotz anfianglicher Erfolge wieder aufgeben, da in der 
Aluminiumoxydsaule auBer den unerwiinschten Begleitstoffen ver- 
haltnismaBig groBe Mengen von Benzpyren zuriickgehalten wurden und 
ein feinerer Nachweis auf dieser Grundlage daher aussichtslos erschien. 

Der von Cook und Hewett (7) ausgearbeitete Trennungsgang zur 
Isolierung des 1, 2-Benzpyrens aus Teerextrakten fiihrte uns zur Ver- 
mutung, daB vor allem die basischen Bestandteile der Ausziige die 
Benzpyrenfluoreszenz stéren. Um diese Bestandteile abzutrennen, 
schiittelten wir den zweiten Benzolextrakt nach dem Vorgehen der ge- 
nannten Autoren mit 5°,iger Schwefelséure und nahmen den Ab- 
dampfriickstand des gut ausgewaschenen Extraktes, wie vorhin be- 
schrieben, mit Hexan auf. Diese Vorbereitung der Ausziige erwies sich 
als zweckmaBig und wir erhielten Fluoreszenzspektren, welche die 
Benzpyrenbanden deutlich erkennen lieBen. Abb.5 gibt z. B. das 
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Spektrum eines Auszuges wieder, der von einem Teer stammt, dem 
wir vor der Extraktion 10-* Mol 1, 2-Benzpyren pro 1000 g (= 0,025 % 
zugefiigt hatten. Auf die dargelegte Weise konnten auch viel kleinere 
Benzpyrenmengen (bis etwa 0,003 °/,)) nachgewiesen werden. Wir 
sind zur Zeit damit beschaftigt, die Empfindlichkeit noch weiter 
zu erhohen. 

Durch diese Ergebnisse wird die von Mayneord und Roe geauBerte 
Ansicht tiber die Brauchbarkeit des fluoreszenzspektrographischen 
Benzpyrennachweises weitgehend bestitigt. 


Zusammenfassung. 

1. Als Grundlage des fluoreszenzspektrographischen Nachweises 
des 1, 2-Benzpyrens in komplexen Gemischen (Teeren) wurde das 
Fluoreszenzspektrum reiner Lésungen von 1, 2-Benzpyren in Hexan 
untersucht. Die kleinste Konzentration, bei welcher dieses Spektrum 
noch erhalten werden konnte und die somit die Grenze der fluoreszenz- 
spektrographischen Nachweisbarkeit angibt, betragt 10-8 Mol (= 2,5 y) 
pro Liter. 

2. Benzpyrenpraparate verschiedenen Reinheitsgrades (Schmp. 174 
bis 176°) sowie Gemische derselben mit einer Anzahl fluoreszierender 
polycyklischer Kohlenwasserstoffe ergaben in Hexan gelést das Fluores- 
zenzspektrum des 1, 2-Benzpyrens, wahrend die Fluoreszenz der 
Lésungspartner in vielen Fallen ausgeléscht wurde. 

3. In Steinkohlenteerproben konnte das 1, 2-Benzpyren in empfind- 
licher Weise nachgewiesen werden nach Abscheidung gewisser basischer 
Verunreinigungen, welche die Benzpyrenfluoreszenz stéren. 


Die vorliegende Untersuchung wurde zum gré8ten Teil im _ physi- 
kalisch chemischen Institut der Universitat Ziirich ausgefiihrt, dessen 
Vorsteher, Herrn Prof. Dr. H.v. Halban, wir fiir die entgegenkommende 
Aufnahme herzlichst danken. Herrn Prof. Dr. A. Arupski danken wir 
fiir die liebenswiirdige Uberlassung verschiedener Apparate. 
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Zum Chemismus der Krebsglykolyse. LI. 
Von 
Charlotte Friseh und R. Willheim. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 16, Juli 1936.) 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegenstiftung der Akademie der Wissen 


schaften Wien und der Osterreichischen Gesellschaft zur Erforschung und 
Bekaimpfung der Krebskrankheit.) 


Vor etwa Jahresfrist konnten wir (1) die Tatsache mitteilen, da} 
die nach dem Vorgang Lipmanns (2) durch Chinon hintangehaltene 
Glykolyse eines Lohmannschen Muskelextraktes durch Zusatz von 
Tumorkochsaft wieder in Gang gebracht werden kann. Da der Mecha- 
nismus der Chinonwirkung in diesem Falle wohl sicherlich, wie Lipmann 
betont, in einer Aktivierung der Pasteur-Meyerhofschen Reaktion be- 
steht, so war mit diesem Ergebnis erwiesen, daB in den Ti motkochsaften 
Substanzen vorhanden sind, denen die Fahigkeit innewohnt, diese in 
ihrer Wesenheit oxrydative Reaktion avfziheben. Da ein derartiger 
Befund Beziehungen zu der bekannten von Warburg entdeckten Eigen- 
tiimlichkeit des Tumorstoffwechsels hat, derzufolge die Pasteur-.Meyerhoj- 
sche Reaktion hier abgeschwacht ist, beanspruchen die von uns er- 


hobenen Befunde einiges theoretische Interesse. Zuniachst und das 
ist der Zweck der vorliegenden Mitteilung war festzustellen, ob und 


inwieweit die erwahnte Fahigkeit der Tumorkochsafte fiir diese spezi- 
fisch ist. Es wurden dementsprechend Kochsifte aus einigen Normal- 
geweben, nimlich Niere, Milz und Muskel untersucht (Tabelle I): auch 
hatten wir die Versuche mit Tumorkochsaften zur Kontrolle unserer 
erwahnten Ergebnisse noch einigemale wiederholt (Tabelle I). 


Es ergab sich, daB die Aufhebung der Chinonwirkung durch Tumor- 
kochsafte anscheinend eine spezifische Eigenschaft dieses Gewebes dar- 
stellt. Wenigstens konnte keiner der Normalgewebskochsifte die Wir- 
kung des Chinons in nennenswerter Weise abschwiachen. Diese Wirkung 
besteht nun auf Grund unserer, an sehr zahlreichem Material gewonnenen 
Erfahrungen nicht nur in einer Sistierung der Milchsaurebildung, 
sondern sogar in einem gewissen JJilchsdureschwund. Untersuchungen 
iiber die Natur dieses letzteren sind einer spateren Mitteilung vorbehalten. 
Der erhobene Befund lieB es naheliegend erscheinen, auch Embryonal- 
gewebe zu untersuchen. Wie Tabelle IIT zeigt, verhalten sich auch die 
aus Embryonen (Huhn) gewonnenen Kochsiifte so wie reifes Normal- 
gewebe, vermégen also im Gegensatz zum Carcinom nicht den Chinon- 
effekt zu paralysieren. 
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Tabelle I. Wirkung von Kochsaften der Normalgewebe. 
Versuchsmaterial: Meerschweinchenmuskelextrakt nach Lohmann. Werte 
in mg Milchsaure, entsprechend 100 cem Extrakt. 
: Zusiitze Anfangs- 3 ity Differenz 
Nr. Zusiitze wont Endwert (Glykolyse) 
I Ringerl6sung ee Gd 43,2 84,0 + 30,8 
Ringerlosung 4 ‘hinon Oe he 42.0 28,0 13,2 
Nierenkochsaft . .. ne Oa tery 37,2 74.4 + 37,2 
Nierenkochsaft + Chinon... .. 46.8 30,0 — 16.8 
en PE ROPIONUNE 5 ek ke 69,6 $0.4 + 10,8 
_ Ringerlésung + Chinon. . Agee 69.6 62.4 — 7,2 
Nierenkuchsaft . . ara a 70,8 $4.0 + 132 
Nierenkochsaft + Chinon... . . 68.4 55.2 — 182 
; WI = Ringerlosung . . Nr a eS sek tily 60,0 73,2 + 13,2 
als Ringerlésung + Chinon. . . 2... 69,0 50,4 96 
ene NIOVODEOORSGIL 2. 2 6 bss es 61,2 76,8 + 15,6 
aie Nierenkochsaft + Chinon... .. 58,8 51.6 ‘4a 
h: IV. Ringerlésung .. . Pg Ore a 69,6 80,4 + 10,8 
1a- RiageriGeung + ( hinon ay st Pages 69,6 62.4 — 7,2 
tn heperkoanaait . . 9. 2 6 6 ke we 70,8 76.8 of 6,0 
he- Leberkochsaft + Chinon . .... 68.4 55,2 sour Se 
lien V Ringerlésune . . So ne nae oe 49.2 720 | +228 
; Ringerlésung + € A a 46,8 36,0 — 10,8 
a IDGDOPMOCDSGIS cos wt we eee 46,5 57,6 + 10.8 
ger Leberkochsaft + Chinon. nat 44,4 36,0 — 84 
en- VI Ringerlésung .. . eth el csc 45,6 62.4 + 16,8 
; Ringerlésung + C hinon Ae er ak re 46,8 39.6 7,2 
vo]- Milzkochsaft ..........{ 48,2 56.4 + 13,2 
er- Milzkochsaft + € hinow fA hep ot acon 48.0 38,4 — 96 
das Vil Rinewibeens: ee Reiter he 40,8 61,2 + 20,4 
Ringerlésung + Chinon. . . ay 43,2 25,2 — 18.0 
- Menschliche Leichenmuskel . . . 44,4 63,6 + 19.2 
CZ1- Menschliche Leichenmuskel + Chinon 44.4 348 9,6 
nal- 
uch Tabelle IT. Wirkung von Tumorkochsaften. 
oat Versuchsmaterial: Meerschweinchenmuskelextrakt nach Lohmann. Werte 
_ in mg Milchsaure, entsprechend 100 cem Extrakt. 

“et ye oe Anfangs- " ee Differenz 
10r- mt. nanan wert Eadwert (Glykolyse) 
lar- I Ringerlésung iy Cena eee 43.2 83,0 + 39,8 
Vir- Ringerlésung 46 0) Sa a! 42.0 28,8 — 13,2 

Tumorkochsaft —. 7 war ae, 38.4 94.8 + 56.4 
une Tumorkochsaft + C hinos ee F 372 79.2 + 42.0 
nen II Ringerlossung . . : Aran 8 69.6 80.4 + 10,8 
ing. Ringerl sung + C Miia cae 69,6 62,4 — %,2 
nan Tumorkochsaft . .. Loci rent 67,2 88.8 ~ 21,6 
eel Tumorkochsaft + C hinon eee 72,0 73,2 t 12 
ten, WI Ringerlisung . . po as 69,0 73,2 + 132 
nal- Ringerliésung + C hinon ee ie Be 60,0 50,4 — 96 
die Tumorkochsaft . . . nae Glen 55,3 80,4 + 25,1 

Tumorkochsaft + € hinos ** peggy oe ae" 61,2 70,4 + 92 
— IV || Ringerlisung .......2... 58,2 71,6 + 134 
10n- Ringerlosung + Chinon. . . 2... 58,8 50,9 8,8 

Tumorkochsaft ; ? 58,3 76,4 + 18,1 
Tumorkochsaft + C hinon : 57,9 64,8 + 69 
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Methodik. 


Hinsichtlich der Darstellung des Muskelextraktes, des Tumorkoch 
saftes und der Chinonlésung sowie hinsichtlich des Versuchsansatzes und der 
Milchsiurebestimmung verweisen wir auf die Darstellung in unseren friitheren 
Arbeiten (1, 3, 4). 

Darstellung der Gewebskochsifte: Verwendet wurden Organe gesunder 
Meerschweinchen, die kurz vorher durch Entbluten getétet wurden. Das 
betreffende Organ wurde mit der Schere fein zerschnitten, etwa mit der 
dreifachen Menge Ringerlésung versetzt, einmal aufkochen gelassen und 
filtriert. 

Tabelle II]. Wirkung von Embryonalkochsaft. 


Versuchsmaterial: Meerschweinchenmuskelextrakt nach Lohmann. Werte 
in mg Milchsiéiure, entsprechend 100 cem Extrakt. 





Nr. Zusiitze Aniangs- Endwert (Glykoiyce) 
VIII Ringerlésung . . est Gy, ees 69,6 82,8 + 13,2 
Ringerlésung + C hinon ee oe 66,0 57.6 — 82 
Hiihnerembryonalkochsaft ... . 67,2 88,8 + 21,6 
Hiihnerembryonalkochsaft + Chinon 18.2 68,4 — 48 
IX Ringerlésung . . ie there 102,1 116,4 + 14 
Ringerlosung + C hinon a ee 103,2 100,8 — 24 
Hiihnerembryonalkochsaft . . . 106,8 128,4 + 21.6 
Hiihnerembryonalkoc thsaft + C hinon 106,8 102,2 — 4,7 


Tabelle IV. Wirkung von Muskelkochsaft auf die Muskelextrakt - 
Glykolyse. 
Versuchsmaterial: Meerschweinchenmuskelextrakt nach Lohmann. Werte 
in mg Milchséure, entsprechend 100 ccm Extrakt. 





Nr. Zusitze —_- Endwert (Gipkelnee) 
I Ringerlésung 2 JA ae Sele Me ohare 57,6 94,8 + 37,2 
‘|| +- Muskelkochsaft ........ 54,0 79,2 + 25,2 
II Ringerldsung .......... 94,8 171,6 + 76,8 
+ Muskelkochsaft ........ 103,2 166,8 + 63,6 
II] || Ringerldsung .......2.2.. 40,8 99.6 + 58,8 
+ Muskelkochsaft ........ 37,2 61,2 | + 24,0 
TV |\"Ringeriisane . ww cw 49,2 93,6 | + 444 
+ Muskelkochsaft ......2.. 45,6 768 | + 81,2 


Durch die oben mitgeteilten Ergebnisse erhalt die Fahigkeit der 
Krebskochsafte, die durch Chinon bewirkte Pastewr-Meyerhofsche 
Reaktion aufzuheben, den Charakter einer gewissen Spezifitdt. UWber- 
legungen iiber den Mechanismus dieser Wirkung erscheinen daher vom 
Gesichtspunkt der Erforschung des Tumorstoffwechse!'s gerechtfertigt. 
In unserer letzten Mitteilung (1) vertraten wir die Auffassung, daB diese 
der oxydativen Chinonwirkung entgegengesetzte Wirkung der Krebs- 











och 
1 der 


eren 


nde 
Das 
der 
und 


‘erte 


1Z 
se) 


em re WE A) 


kt - 


erte 


NZ 
yse) 


ee IN ie 


=— * 














Zum Chemismus der Krebsglykolyse. IT. 201 


kochsafte offenbar reduzierender Art sein diirfte; wir brachten diesen 
SchluB auch mit den Ergebnissen von Boyland (5), Harris (6) und 
Edlbacher und Jung (7) iiber das reichliche Vorkommen reduzierender 
Substanzen im Tumor in Zusammenhang. Von diesem Gedanken 
ausgehend, haben wir in einem Modellversuch Tumorkochsaft durch 
Ascorbinsaure ersetzt, jedoch mit negativem Erfolg. Auch von Schneider 
und Widmann (8) konnte mittels Ascorbinséiure eine Beeinflussung 
der Glykolyse nicht gefunden werden. Hingegen ist es bekanntlich 
gelungen, durch reduziertes Glutathion den glykolytischen Effekt zu 
steigern. Doch ist nach den Ergebnissen von Bierich und Rosenbohm (9) 
gerade Glutathion im Tumorgewebe nicht vermehrt gefunden worden. 
Bei dieser Sachlage wird man die Méglichkeit nicht iibersehen diirfen, 
daB die Erklarung dieser, die Meyerhof-Reaktion paralysierenden 
Wirkung des Krebskochsafts gar nicht in der Anwesenheit bestimmter 
reduzierender Substanzen zu suchen ist, sondern daB es sich hier um ein, 
das Gebiet der biologischen Oxydationen betreffendes enzymatisches 
Problem handelt. Dieses in dem Sinne, daB die Pasteur- Meyerhofscne 
Reaktion an eine bestimmte Zusammensetzung des enzymatischen Atmungs- 
apparates gebunden ist, und daBAnomalien bzw. einseitige Verschiebungen 
auf diesem Gebiete, wie wir sie beim Zusatz von Krebskochsaften als 
méglich ansehen méchten, den Ablauf der Reaktion beeintrachtigen 
kénnten. Diese Arbeitshypothese bildet die Grundlage weiterer Unter- 
suchungen. 

Wie immer nun auch die Erklarung der gefundenen Tatsachen 
sein mag, so muBte man auf Grund der die Pasteur- Meyerhof-Reaktion 
paralysierenden Wirkung von Tumorkochsaften erwarten, daB ein 
Zusatz derselben zu glykolytischen Systemen schon an sich — also 
nicht nur im Gegenspiel mit zugesetztem Chinon — den Ausfall der Glyko- 
lyse steigere. Die Ergebnisse der auf Tabelle II dargestellten Versuche, 
wie iibrigens auch die in unserer I. Mitteilung wiedergegebenen Protokolle, 
sprechen auch tatsachlich in diesem Sinne; doch muB bei dieser etwas 
einseitigen Betrachtungsweise auch an eine Taéuschung durch Co- 
fermentartige Aktivatoren der Glykolyse gedacht werden. Immerhin 
erscheint es uns bemerkenswert, daB durch Kochsafte parenchymatdéser 
Organe eine solche Steigerung der Glykolyse nicht beobachtet wurde und 
durch Muskelkochsdfte (Tabelle 1V) sogar eine Hemmung der Glykolyse 
bewirkt wird, die wir auf eine Férderung bzw. Verstarkung der Pasteur- 
Meyerhofschen Reaktion durch thermostabile Atmungskatalysatoren 
beziehen méchten. 

Um hier zu eindeutigeren Erkenntnissen zu gelangen, wird es 
notwendig sein, die Wirkung der Atmungskatalysatoren direkt, d.h. 
resptrometrisch und nicht an Hand ihrer Wirkung auf die Glykolyse, 
zu messen. Andererseits soll in der folgenden Arbeit gezeigt werden, 

13* 
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daB verschiedene definierte Atmungskatalysatoren in den Mechanismus 
eines glykolytischen Systems tatsachlich in differenter Weise einzu- 
greifen imstande sind. 


Zusammenfassung. 


Durch Krebskochsdfte wird, wie von den Autoren friiher gefunden 
wurde, die Fahigkeit des Chinons, glykolytische Prozesse im Wege einer 
Aktivierung der Pasteur-Meyerhofschen Reaktion zu hemmen, bis zu 
einem gewissen Grade paralysiert. In der vorliegenden Versuchsreihe 
wird nun gezeigt, daB eine derartige Wirkung den Kochsaften normaler 
Gewebe und auch embryonaler Gewebe abgeht, sonach fiir das Krebs- 
gewebe spezifisch zu sein scheint. Ob diese Eigentiimlichkeit, mit der die 
Besonderheit des Tumorstoffwechsels (aerobe Glykolyse, schwache 
Pasteur-Meyerhofsche Reaktion) in Zusammenhang stehen diirfte, 
auf die Anwesenheit bestimmter reduzierender Substanzen oder aber 
Anomalien enzymatischer Faktoren zuriickzufihren ist, steht noch dahin. 
Mit den entwickelten Vorstellungen vereinbar ist die Tatsache, dab 
auch die Muskelglykolyse an sich — also ohne vorhergehende Chinon- 
hemmung — dureh T'wmorkochsafte im Gegensatz zu anderen Gewebs- 
kochsaften gesteigert wird. 


Literatur. 


1) Charlotte Frisch u. R. Willheim, diese Zeitschr. 277, 148, 1935. — 
2) Lipmann, ebenda 265, 133, 1933. — 3) Charlotte Frisch u. R. Willheim, 
ebenda 272, 332, 1934. — 4) Charlotte Frisch, ebenda 272, 337, 1934. — 
5) Boyland, Biochem. J. 27, 102, 1933. — 6) Harres, Nature 2, 605, London 
1933. — 7) Edlbacher u. Jung, Zeitschr. f. physiol. Chem. 227, 114, 1934. 
8) Schneider u. Widmann, Klin. Wochenschr. 19, 670, 1935. — 9) Bierich 
u. Rosenbohm, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 136, 1934. 
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Studien zur Pasteur-Meyerhofschen Reaktion. 
Von 
Charlotte Frisch und R. Wiilheim. 

(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegerstiftung der Akademie der 
Wissenschaften Wien und der Osterreichischen Gesellschaft zur Erforschung 

und Bekaimpfung der Krebskrankheit.) 
(Eingegangen am 16. Juli 1936.) 


Die vorliegende Mitteilung kniipft einerseits an den von Lipman (1) 
erhobenen Befund tiber Aktivierungen der Pastewr- Meyerhofschen 
Reaktion im glykolytischen Lohmannschen Muskelextrakt durch Zusatz 
von Chinon an, andererseits an die von uns (2) ermittelte Tatsache, daB 
die erwahnte Chinonwirkung durch Zusatz von Krebskochsaften und nur 
durch diese weitgehend behoben wird. Wir haben in der vorhergehenden 
Arbeit arbeitshypothetisch der Vermutung Ausdruck gegeben, daB zum 
Zustandekommen der Pasteur- Meyerhofschen Reaktion eine bestimmte 
Zusammensetzung des enzymatischen Atmungsapparats der Gewebe not- 
wendig ist, und daB Anomalien im Aufbau dieses Systems aus einzelnen 
Teilfaktoren Anderungen der Pasteur-Meyerhofschen Reaktion und 
damit eine Anderung der Glykolyse bewirken kénnten. Die vorliegende 
Arbeit verfolgt den Zweck, durch den Zusatz bestimmter Atmungs- 
katalysatoren zu glykolysierenden Systemen dem Problem naherzu- 
kommen. Von der heute herrschenden dualistischen Auffassung des 
Atmungsvorgangs — Schwermetallkatalyse und Dehydrasesystem 
ausgehend, haben wir zwei typische Vertreter dieser beiden Gruppen 
zu Lohmannschem Muskelextrakt zugesetzt und deren Wirkung auf die 
Glykolyse studiert. Als Vertreter der Schwermetallkatalyse wahlten 
wir das aus Rattenblut hergestellte Warburgsche Atmungsferment, als 
Vertreter der Dehydrasegruppe eine von der Firma Bayer uns freundlichst 
zur Verfiigung gestellte Lactoflavinlésung, die wir als dem Flavenzym 
qualitativ adaquat verwenden zu kénnen glauben. 


Methodik. 


Hinsichtlich der Darstellung des Muskelextrakts, des Tumor- 
kochsafts, der Chinonlésung sowie hinsichtlich des Versuchsansatzes 
und der Milchsdurebestimmung verweisen wir auf die Darstellung in 
unseren friiheren Arbeiten (2) (3) (4), die Darstellung des Atmungs- 
ferments erfolgte nach Warburg, Kubowitz und Christian (5). 

Wie Tabelle I und II zeigen, sind die Ergebnisse eindeutig. Der 
Zusatz des Atmungsferments fiihrt zu einer Senkung der Glykolyse, 
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Tabelle I. 
Versuchsansatz: 2,5cem Lohmannscher Extrakt + 1,5cem 1 °,ige 
Glykogenlésung + lecm Phosphatpuffer (pq 7,4) + 3cem Zusatze. 
Werte in mg Milchséure, berechnet fiir 100 cem Extrakt. 








Nr. Zusitze A —— Endwert ( bers 
E } Reeeeieigae kk ee 84,0 139,2 + 55,2 
Atmungsferment ........ 86,4 120,2 + 33,6 
Hl }) Ringeriieing «6. oe ee 34,8 46,8 + 12,0 
Atmungsferment ....... 38,4 43,2 : 4.8 
BE iimgerieany i 60,0 103,2 + 43,2 
Atmungsferment ........ 56,5 91,2 + 34,7 

Tabelle IT. 
Versuchsansatz wie in Tabelle I. 
Werte in mg Milchséure, berechnet fiir 100 mg Extrakt. 

Nr. Zusitze — Endwert Gipkolnee) 
[Seinen 6 6 aS 98,4 129.6 + 31,2 
Lactotlavin ... nee eee 97,2 168.8 + 70,8 
Ringerlosung + C a. .d yoatas 99,6 96,0 — 3,6 
Lactoflavin-+ Chinon ...... 99,6 106,8 + 7,2 
I[ imeerionGng’. 4s ts 2s bs. 3. 80,4 110,4 + 30,0 
Lactoflavin .. . prima Me SRe 79,2 122.4 + 43,2 
Ringerlésung + C Mest S- ons. 76,0 76,0 0,0 
Lactoflavin-+ Chinon ...... 81,6 84,0 + 24 
TAT IOI a de oo ea ks 106,8 132,0 + 25,2 
Lactoflavin ... alee, = Se 100,8 168,8 + 66,0 
Ringerlésung + © ie sy 105,6 96,0 — 96 
Lactoflavin + Chinon ...... 104,4 110,4 + 6,0 
DY. FI iseaids ace bee ee 86,2 100,0 + 13,8 
Lactoflayin . . sei ds aes 87,3 107,4 + 20,1 
Ringerlosung + Chinon PP rae 86,5 82,8 — 3,7 
Lactoflavin-+ Chinon ...... 86,8 88,9 + 21 


Zusatz von Lactoflavin zu einer Steigerung. Letztere Substanz vermag 
auch der durch Chinon bewirkten Hemmung der Glykolyse bis zu einem 
gewissen Grade entgegenzuwirken. Wir méchten nun glauben, daB die 
Ergebnisse dieser einfachen Versuchsanordnung im Sinne einer ver- 
schiedenen BeeinfluBbarkeit der Pasteur-Meyerhofschen Reaktion 
durch die beiden Typen der Atmungsfermente gedeutet werden kénnte : 
Férderung der Reaktion durch Vertreter der Schwermetallkatal yse, 
Hemmung durch Dehydrasen. Dieses merkwiirdige Ergebnis kénnte 
eine Briicke zum Verstandnis der Sonderstellung der T'umorkochsdfte 
in bezug auf die Beeinflussung der Pasteur-Meyerhofschen Reaktion 
(s. vorhergehende Arbeit) darstellen und damit auch zu jenem eigen- 
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artigen Verhalten, das nach Warburg den Kohlenhydratstoffwechsel 
und namentlich die Pasteur-Meyerhofsche Reaktion des Tumorgewebes 
auszeichnet. 

Zusammenfassung. 

Es wurde die Anderung der Glykolyse eines Lohmannschen Muskel- 
extrakts durch Zusatz von Warburgschem Atmungsferment bzw. Lacto- 
flavin untersucht. Im ersteren Falle ergab sich eine Hemmung, im letzteren 
eine Steigerung der Milchsdurebildung. Die Autoren glauben diese 
Ergebnisse auf eine verschiedene Beeinflussung der Pasteur-Meyerhof- 
schen Reaktion durch die beiden Typen der Atmungsenzyme — Schwer- 


metallkatalysatoren und Dehydrasen — beziehen zu diirfen. 
Literatur. 
1) Lipmann, diese Zeitschr. 265, 133, 1933. — 2) Charlotte Frisch u. 
R. Willheim, ebenda 277, 148, 1935. —- 3) Dieselben, ebenda 272, 332, 


1934. —- 4) Dieselben, ebenda 272, 337, 1934. —- 5) O. Warburg, F. Kubowitz 
u. W. Christian, ebenda 242, 170, 1931. 








Uber die quantitative Bestimmung der Hexosen durch Garung. 
Von 
0. Meyerhof und W. Schulz. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1936.) 


Fir praktische medizinische oder biochemische Zwecke dient 
haufig die durch Vergérung mit lebender Hefe gebildete Kohlensaure 
zur quantitativen Bestimmung von Glucose oder Fructose. Dabei wird 
vorausgesetzt, daB durch eine Menge PreBhefe, die den vorhandenen 
Zucker restlos umsetzt, eine aquivalente Menge CO, gebildet wird, dab 
also 1 cem CQ, (0°, 760 mm) 4,05 mg Hexose entspricht. Danach wird 
auch die ,,biochemische Methode‘‘ zur quantitativen Bestimmung 
reiner Zuckerlésungen empfohlen!. 

Lassen wir jedoch eine Menge von 2 bis 20 mg reiner Glucose oder 
Fructose durch ziemlich beliebige Mengen Hefe (20 bis 200 mg = 6 bis 
60 mg Trockensubstanz) in KH,PO,-Lésungen in einer Stickstoff- 
atmosphare vergadren, so erhalten wir manometrisch nur 72 bis 78°, 
der theoretischen Kohlenséiure, wobei fiir gréBere Zuckermengen im 
Verhaltnis zur Hefe die obere, fiir kleinere die untere Grenze gilt, bei 
mittlerem Mengenverhiltnis 74 bis 75°. Der Zucker ist aus der Lésung 
restlos verschwunden; es ist keine durch Séure austreibbare Kohlen- 
siure retiniert und eine dem aufgetretenen CO, genau aquivalente 
Menge Alkohol gebildet. 

Der weitaus gréBte Teil, etwa drei Viertel, des in der Bilanz fehlenden 
Zuckers ist von der Hefe assimiliert worden, ein kleiner Rest findet sich 
in Gestalt nicht fliichtiger C-Verbindungen in der Lésung. Dieser mag 
nach der Natur und Reinheit der Heferasse wechseln. Die Lésung 
enthalt noch etwas mehr organische Substanz, die von ausgelaugten, 
abgestorbenen Zellen herriihren diirfte. MiBt man die Garung in reiner 
CO,-Atmosphire, wie es bei den meisten Garungssaccharimetern der 
Fall ist, so liegen die Garungsausbeuten 5 % héher und betragen bei den 
angegebenen Mengenverhaltnissen 80°. In diesem Falle ist etwas 
weniger C assimiliert und obendrein auch etwas weniger der nicht 
fliichtigen Kohlenstoffverbindungen in die Lésung iibergetreten. 

Durch verschiedene nicht vergarbare Zusaétze zur Zuckerlésung 
wird die Ausbeute betrachtlich gesteigert. Dafiir scheint eine not- 


1 4. W. van der Haar, Anleitung zum Nachweis, zur Trennung und Be- 
stimmung der Monosaccharide und Aldehydséuren. Berlin, Borntraeger, 
1920. 
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wendige Bedingung zu sein, daB der Zusatz assimilierbaren Stickstoff 
enthalt. Gleichzeitig wird hierdurch die Zuckerassimilation einge- 
schrankt. Diese Einschrankung ist unter Umstanden erheblich gréBer 
als die zur Verfiigung stehenden Mengen N-haltiger Verbindungen, 
d. h. durch 1 Atom N wird in bestimmten Fallen die Assimilation mehrerer 
Zuckermolekiile verhindert. Zwei Falle sind zu unterscheiden: Ent- 
weder wird aus der zugesetzten N-haltigen Substanz Kohlenstoff assi- 
miliert oder nicht. Das letztere ist am klarsten bei Benutzung von 
Ammonsulfat, weil hier tiberhaupt kein assimilierbarer C zugegeben wird. 
Dann verringert sich die assimilierte Kohlenstoffmenge fast genau 
um den Betrag, um den die Garungsausbeute steigt. 

Beispiel. 20 mg feuchte Hefe vergiaren in Stickstoff 7,5 mg Glucose in 
3cem zu 74%; es fehlen 1,95 mg Glucose = 0,78 mg C. Gleichzeitig sind 
0,56 mg C = 1,4 mg Zucker assimiliert. Im ganzen finden sich in der Lésung 
0,3 mg C als nicht fliichtige Substanzen. In Gegenwart von 1. 10-* mol. 
Ammonsulfat werden stattdessen 85,5°, vergoren. Es fehlen 1,09 mg 
Glucose = 0,436 mg C. Dabei sind 0,28 mg C = 0,7 mg Zucker assimiliert; 
0,34 mg C befinden sich als nicht fliichtige Substanzen in der Lésung. Hier 
ist also fiir 0,86 mg mehr vergorenen Zuckers 0,7 mg weniger assimiliert 
worden}, 

Mit Verringerung der Ammonsulfatkonzentration nimmt der EinfluB 
ab; soruft 2.10~4mol. Ammonsulfat (17 y N) eine Vergarung von 81,5 %, 
hervor. Es werden dann 0,56 mg Zucker mehr vergoren als ohne Ammon- 
sulfat (dies waren etwa 3 Molekiile Zucker pro 1 Atom N). Ahnlich wie 
Ammonsulfat wirkt Asparagin, wihrend der andere Fall, die gleichzeitige 
Assimilation von organischem Kohlenstoff, am deutlichsten verwirklicht 
ist bei Zusatz von eiweiBfreien Filtraten von Gewebsextrakten. 

Beispiel. In der gleichen Versuchsreihe wie oben werden 7,5 mg Glucose 
in Gegenwart von 1. 10-* mol. Asparagin zu 89° vergoren; in Gegenwart 
eines eingedampften Trichloressigséurefiltrats aus 40 mg Darmschleimhaut- 
pulver zu 94°. Dieses Trichloressigsdurefiltrat enthalt nach Vertreiben der 
Saure 3,2 mg C. Im Falle des Asparagins sind 0,83 mg Zucker zu wenig ver- 
goren. Dabei sind von der Hefe 0,29 mg C = 0,73 mg Zucker assimiliert, 
etwa soviel wie mit Ammonsulfat. Mit dem Darmschleimhautextrakt sind 
nur 0,45 mg Zucker zu wenig vergoren. Dabei ist aber 0,50 mg C, aquivalent 
1.25 mg Zucker, assimiliert. In diesem Falle ist also nahezu ebensoviel 
Kohlenstoff assimiliert, wie aus reiner Zuckerl6sung und der assimilierte 
Kohlenstoff stammt zur Hauptsache aus dem Zusatz selbst. 

Dies letztere ist der Fall mit enteiweiBten Gewebsextrakten, ferner 
auch mit Serum oder Urin oder mit Trichloressigsaurefiltraten von 
diesen. In solchen Extrakten erreicht die Garungsausbeute des Zuckers 
die héchsten Werte. Wahrend man, selbst bei hohen Ammonsulfat- 


1 Bei den Verhaltnissen dieses Versuchs wird etwa die Hialfte des 
zugesetzten NH,—-N von der Hefe aufgenommen, (40 g N auf 20 mg Hefe). 
Selbst bei starker Erhéhung der Ammonsulfatkonzentration steigt die 
assimilierte N-Menge nicht an. 
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und Asparaginkonzentrationen (m,/20) in Stickstoff nur zu Garungs- 
ausbeuten bis zu 90 °% gelangt, in Kohlensiureatmosphare bis zu 94 °%, 
erreicht man mit den genannten Trichloressigsdureextrakten (nach 
Kindampfen und Vertreiben der Trichloressigsiure) in Stickstoff- 
atmosphire Ausbeuten bis zu 95%, in Kohlensaure bis zu 100%. 
Unter einer gréBeren Zahl auf ihre Wirkung gepriifter Substanzen 
waren die folgenden unwirksam: alle N-freien Substanzen wie Milch- 
siure, Citronensiure, Essigsaure, Athylalkohol, Hexosediphosphat ; 
von N-haltigen Substanzen unwirksam: Nitrat, Hydroxylamin, Harn- 
stoff, Guanidin, Kreatin, Kreatinin, Cholin, Adenylsaure, Glykokoll, Tryp- 
tophan, Histidin; die folgenden wirksam: relativ schwach Hydrazin, 
Adenin, Arginin, Cystein, Leucin, Tyrosin, Lysin; stark wirksam Ammon- 


sulfat, Asparagin, asparaginsaures Natrium, Phenylalanin, ferner 


Kochsiafte und eiweiBfreie Extrakte aus verschiedenen Geweben, aus 
Hefe, Serum, Urin. 

Die Extrakte, bei denen natiirlich festzustellen ist, daB sie selbst 
keinen vergirbaren Zucker enthalten, sind wirksamer, wenn sie aus 
getrocknetem Gewebspulver durch Verreiben mit Wasser und an- 
schlieBender EnteiweiBung mit Trichloressigsiure hergestellt werden, 
als wenn frische Gewebe extrahiert werden oder wenn die Extrakte 
direkt, ohne EnteiweiBen mit Trichloressigsiure, verwandt werden. 
Wird das Trichloressigsaurefiltrat zur Trockne eingedampft und so lange 
erhitzt, bis die Saure vollstindig verfliichtigt ist, und wird mit wenig 
Wasser aufgenommen, so ist die Wirkung véllig unverandert. Wird 
der Riickstand gegliiht, so verliert er seine Wirkung. Im allgemeinen 
wird mit solchen Gewebsausziigen auch die Gargeschwindigkeit ge- 
steigert (Eulerscher Z-Faktor!), doch besteht wohl kein Zusammen- 
hang zwischen beiden Erscheinungen. Die verschiedenen Aminosauren 
steigern die Gargeschwindigkeit nicht deutlich, manche, wie Phenyl- 
alanin hemmen sie sogar. 

Irheblich gr6éBer als in Stickstoff und Kohlensaure ist die C-Assi- 
milation aus Zucker in Sauerstoffatmosphare. Dies wurde auf indirekte 
Weise schon in einer alteren Arbeit festgestellt?, wonach der titrierte 
Zuckerschwund den aus dem Gaswechsel (CO, + 0,) berechneten 
in Stickstoff um etwa 30%, in Sauerstoff um 80 bis 120° tibertraf. 
So fanden wir jetzt, da8 beim Totalumsatz von 7,5 mg Glucose durch 
20 mg feuchte Hefe in Stickstoff 0,47 mg C = 1,18mg Zucker, in 
Sauerstoff 1,11 mg C = 2,78 mg Zucker assimiliert werden. 

Aus den mitgeteilten Versuchen ergibt sich die praktische Konse- 
quenz, daB der Zucker in Urin, in Serum, in Gewebsausziigen, d. h. 

1 Vgl. O. Meyerhof u. Ken Iwasaki, diese Zeitschr. 226, 16, 1930. — 

O. Meyerhof, ebenda 162, 43, 1925. 
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fiir gew6hnliche medizinische Zwecke durch Garung mit geringem 
Verlust quantitativ bestimmt werden kann, besonders in Kohlensaure- 
atmosphare. Dies gilt aber nicht fiir reine Zuckerlésungen. Es empfiehlt 
sich in diesem Falle der Lésung m/100 Ammonsulfat zuzusetzen, wo- 
durch die Garungsausbeute in Kohlensiureatmosphare auf 92 bis 94 °%, 
steigt. 

Versuchsanordnung. 


Die Garungskohlensaure wurde in GefaBen von etwa 30cem Inhalt 
manometrisch nach O. Warburg gemessen. Die gewaschene Hefesuspension 
wurde aus der angeschmolzenen Retorte nach ‘Temperaturausgleich zu der 
Zuckerlésung eingekippt ; Versuchstemperatur 28°. Bei 37° und 20° war die 
Garungsausbeute dieselbe. Benutzt wurde in m/4 KH,PO, gewaschene 
Backerhefe. Bierhefe verhalt sich ahnlich, doch ist die Steigerung der 
Garungsausbeute durch N-haltige Substanzen geringer. Der Endpunkt der 
Vergarung war bei den von uns benutzten Mengenverhaltnissen in 3 bis 
4 Stunden erreicht. Zur Fiillung des Gasraumes diente sauerstofffreier 
Stickstoff (Osram) bzw. CQ,. 

Der Alkohol wurde nach der modifizierten Methode von Widmark 
bestimmt!, der Kohlenstoff durch feuchte Verbrennung nach der Mikro- 
methode von Lieb und Krainick®, wobei mit n/20 HCl gegen n/10 Baryt 
titriert wurde. 1 cem n/20 HCl = 0,3 mg C. Die Hefesuspension wurde aus 
den ManometergefiBen in die Veraschungskolben unter mehrmaligem Nach- 
waschen iibergespiilt und in diesen dreima! mit reiner Phosphatlésung auf 
der Zentrifuge gewaschen. Die am Boden des VeraschungsgefaBes zu- 
sammenzentrifugierte Hefe wurde dann bei 110° getrocknet. Meist wurden 
0,5 cem 4°%ige Hefe, die etwa 2 bis 3 mg C enthielt, benutzt. Durch das 
mehrstiindige Schiitteln der Hefe in Phosphatlésung, das Umspiilen und 
mehrmalige Zentrifugieren verringerte sich die C-Menge gegeniiber direkt in 
den Veraschungskolben eingefiillter Hefe um 12 bis 15°. Infolgedessen 
wurde ein zuckerfreier Ansatz derselben Hefesuspension, der zur mano- 
metrischen Bestimmung der Selbstgarung gedient hatte (diese ist praktisch 
Null), in gleicher Weise verarbeitet und auf ihn die Anderung des C-Gehaltes 
bezogen. 

Experimentelle Belege. 


Vergleich von Kohlenséure und Alkohol. 


20 mg Fructose mit 180 mg frischer Backerhefe 3 Stunden in Stickstoff 
vergoren, mit und ohne Trichloressigsaéurefiltrat aus Muskelpulver (60 mg 
Trockenmuskel pro 1 cem Trichloressigsaurefiltrat ). 





Ohne Zucker Mit 20 mg Fructose 
Ohne Mus- + Muskel- Ohne Mus- + Muskel- 
kelextrakt extrakt kelextrakt extrakt 
as 4 ES ea ae 31 56 3600 4170 
mg CO, gebildet . . .. 0,06 0,11 7,20 83 
mg Alkohol vorher .. . 0,022 0,056 0,03 O11 
mg * nachher. . . 0,025 0,09 7,13 8,30 
mg »  gebildet. .. 0,0 0,03 7,10 8.19 


1 O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 267, 313, 1933; 281, 
249, 1934. — * Mikrochemie 9, 367, 1931. 


Biochemische Zeitschrift Band 287. 14 








210 O. Meyerhof u. W. Schulz: 


C-Bestimmung nach Lieb und Krainick. Fiir 7,5 mg Glucose 3,0 mg C 
erhalten: 3,08, 2,84, 3,02 mg C. Fiir 5 mg Glucose ( 2,0 mg C) erhalten: 
1,99, 1,99, 198mg C. Fiir 0,5cem 4° ige Backerhefe erhalten: 2,27, 
2,14 mg C. 


Vergleich von Garungsausbeute und Zuckerassimilation mit und ohne 
Ammonsuljat (1,2. 10-3 mol.). 
Ansatz leem 2° ige Backerhefe auf 3cem. Géarung 3'/, Stunden in 
Stickstoff. 





Ohne Zucker Mit 7,5 mg Glucose 
Ohne Am- + Ammon- Ohne Am- + Ammon- 
monsulfat sulfat monsulfat sulfat 
OM OD g 50 Vet ee eS 30) 31 1450 1669 
CO, = mg Zucker abziiglich Kon- 
GIA 6 itis tires by 6. go eos 5.8 6,66 
(© der Hefe vor Garung ..... 2,32 
© in Lésung nach Garung ... . 0 0 0,25 0,28 
© der Hefe nach Garung. .... 1,99 2,14 2,62 2,46 
mg Zucker assimiliert ...... 1,58 08 


Vergleich von Gdrungsausbeute und Zuckerassimilaticn mit verschiedenen 
Mengen Gewebsextrakt in Ny und CO,. 
Trichloressigsaurefiltrat: 20 mg Trockenpulver aus Darmschleimhaut 
von Ratten pro leem, mit 4° iger Trichloressigsiure enteiweiBt. Filtrat 
zur Trockne verdampft und auf urspriingliches Volumen aufgefiillt. 





Ohne Zucker Mit Zucker 7,5 mg Glucose 7,5 rt age 
, 


in No 


mit | 10 mg 20 mg 





4 mit 
20 mg 3 mg = Schleim- Schleim- = 10 mg 
Schleim- Glucose ==e_ haut haut — Schleim- 
haut ~FZ (ccm) 0cem) ~ 7 haut 
emmCQ,....i 2l 20 560 1380 16385 1705 1499 1730 


CO, = mg Zucker, 

abziiglich Kon- 

oo ee 2,22 5,58 6,64 69 (608, 7,05 
mg © der Hefe 

vor Garung . . 2,12 
mg CnachGarung 1,79 1,79 2,00 2,42, 2,34 2,40 2,24) 2,38 


me Zucker assi- 


alae . ss: 052 157 138 138 118 148 


Vergleich von Zusatz von Asparagin und Gewebsextrakt in Stickstoff und 
Kohlensdaure. 
Garung: 4 Stunden mit 1 eem 2% iger Hefe. Trichloressigsiureextrakt 
aus 40mg Trockenpulver aus Darmschleimhaut zur Trockne verdamptt 
und mit Wasser aufgenommen. Asparagin | . 10-* mol. 
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Ohne Zucker mt 7S mag Cinoens 
in No in COs 
mit mit 
Ohne 4 Aspa- Ohne mit Sehleim-| Ohne mit Schleim- 
Aspa- ragin  _ZU- Aspa- | haut. | Zu- | Aspa-  hant- 
ragin sitze ragin extrakt Satze ragin extrakt 
emm € Og 6 23/1360 16384 1744 1480 1690 1875 
CO, mg Zucker, 
abziglich Kontrolle 565 667 7.04 6038 69 7) 
mg © der Hefe vor 
Garung an eon Se 
mg C in Lésung nach 
Garung cs « « | OO 0,30 0,19 
mg © der Hefe nach 
Garung 1,80, 1,85 | 2,36 2,09 2,30 || 2,83; 2,12 2,27 
mg Zucker assimiliert 140 0,60 125 1338 067 1,18 


Zusammenfassung, 


Die Garungsausbeute der Hexosen mit lebender Hefe macht in 
reinen Lésungen in Stickstoff nur etwa 75°, in Kohlensaure 80°, aus, 
steigt aber bei Zusatz gewisser, stickstoffhaltiger Verbindungen und 
eiweibfreier Gewebsextrakte bis 95°, in Stickstoff und 100° in Kohlen- 
siure. Das Defizit beruht im wesentlichen auf Zuckerassimilation, die 
durch die stickstoffhaltigen Substanzen entsprechend eingeschrankt wird. 








Uber die Beteiligung des Adenylsiuresystems 
und der Co-Zymase an der alkoholischen Girung. 
Von 
Paul Ohimeyer. 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 17. Juli 1936.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Nachdem es gelungen ist, die alkoholische Garung und die Milch- 
siurebildung in zellfreien Enzymextrakten in eine Kette von Teil- 
reaktionen aufzulésen!, liegt die Frage nahe, wie weit die einzelnen 
Co-Fermentbestandteile an jeder Teilreaktion mitwirken. Bei der 
Milchsaurebildung lieB sich dies dahin beantworten, daB bei den um- 
kehrbaren Reaktionen, die ohne Anderung des Phosphatgehalts der 
Reaktionsteilnehmer verlaufen, iiberhaupt kein dialysables Co-Ferment 
vonnoten ist, wahrend andererseits Aufnahme und Abgabe von Phosphat 
in — unter den Versuchsbedingungen — irreversiblen Reaktionen durch 
Umesterung mit dem von K. Lohmann entdeckten Adenylsauresystem 
bei gleichzeitiger Anwesenheit von Mg erfolgen*. Es bleiben noch 
Oxydoreduktionen, die in den bisher untersuchten Systemen nicht 
umkehrbar sind, wie die Dismutation von Triosephosphorsaure zu 
Phosphoglycerinséure und Glycerinphosphorsiure und die besonders 
wichtige zwischen Triosephosphorsdure und Brenztraubensaure, die 
zu Phosphoglycerinsiure und Milchsaure fiihrt. Diese bediufen bei der 
Milchséurebildung entweder keiner oder nur einer duferst geringen 
Menge von dialysablem Co-Ferment, da sie noch in lange dialysierten 
Extrakten vor sich gehen®. Hiermit stimmen die alteren Feststellungen 
aus diesem Institut iiberein, daB Adenylpyrophosphat mit Mg” das 
Co-Ferment der Milchsaéurebildung vorstellt*, und daB die Harden- 
Eulersche, aus Hefe isolierte Co-Zymase zwar an die Stelle des Adeny!]- 
siiuresystems treten kann, aber nicht starker und spezifischer als diese 
wirkt, wobei sich durch Umesterung ebenfalls Co-Zymase-Pyrophosphat 


1 O,. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 267, 313, 1933; 281, 249, 
1935; 283, 83, 1935. — 2 K. Lohmann, ebenda 238, 460, 1931; 287, 445, 1931. 
— * O. Meyerhofu. W. Kiessling, ebenda 283, 83, 1935. Wie bereits in der 
Arbeit hervorgehoben, bleibt méglicherweise eine Spur Co-Zymase oder 
eine andere, nicht dissoziierende, der Co-Zymase entsprechende Substanz 
im Dialysierriickstand erhalten. — 4O. Meyerhof, K. Lohmann u. K. Meyer, 
ebenda 237, 437, 1931. 
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bildet!. Diese Befunde sind iibrigens in jiingster Zeit aus der Schule 
H.v. Eulers bestatigt worden?. 

Bei der alkoholischen Garung ist die Sachlage etwas anders. Zwar 
besteht die urspriingliche Feststellung, wonach die glykolysierenden 
tierischen Gewebe, vor allem die Muskulatur, Garungs-Co-Ferment 
enthalten®, zu Recht. Andererseits kann auch, wie K. Lohmann zeigte, 
das in den Organen enthaltene Adenylpyrophosphat in bestimmten 
Anordnungen die Lulersche Co-Zymase vertreten, ist aber doch nicht 
mit dem eigentlichen Co-Ferment der Garung identisch. Insbesondere 
H.v. Euler hat die relative Unwirksamkeit des freien Adenylsaure- 
systems bei der Garung mit Nachdruck betont. Die Co-Ferment- 
wirkung der Organkochsafte auf die Garung ist danach in gréBerem 
Mabe auf die Anwesenheit von Harden-Eulerscher Co-Zymase als auf 
das freie Adenylsauresystem zuriickzufihren. 

Die Deutung lag nahe, daB die spezifischen Oxydoreduktionen 
der alkoholischen Garung im Unterschied zu denen der Milchsaure- 
bildung auf die Mitwirkung dialysabler Co-Zymase angewiesen sind, 
daB dagegen die Umesterungen des Phosphats hier wie dort durch das 
Adenylsaéuresystem erfolgen. Herr Prof. Meyerho/ beauftragte mich 
mit der Priifung dieser Vorstellung, die auch schon von anderer Seite 
geiuBert 4, aber als ich mit der Arbeit begann, noch nicht experimentell 
behandelt war. Inzwischen sind zwei der von mir untersuchten Teil- 
reaktionen, die Aufspaltung von Phosphobrenztraubenséure in Brenz- 
traubenséure und Phosphat und die Umesterung des Phosphats von 
Phosphobrenztraubensaure auf Glucose auch im Lulerschen Institut 
mit dem gleichen Ergebnis wie von mir bearbeitet worden ®. AuBerdem 
habe ich die Oxydoreduktionen der Garung untersucht: Die Dismutation 
der Hexosediphosphorséure in Phosphoglycerinsiure und Glycerin- 
phosphorsaure und die analoge von Hexosediphosphorsaure mit Glucose 
und Phosphorsaure, sowie die Hauptreaktion des stationiren Zustandes, 
die Oxydoreduktion zwischen Glucose und Acetaldehyd bei Gegenwart 
von Phosphat und einer Spur Hexosediphosphat, die zu Phospho- 
glycerinsiure und Alkohol fihrt. 

Das Hauptergebnis der Versuche sei vorweg genommen: Wahrend 
bei reinen Phosphatumesterungen und -abspaltungen keine grund- 
legenden Unterschiede zwischen Co-Zymase und freiem Adenylsaure- 
system in Erscheinung treten, gelingen die Oxydoreduktionen allein 
mit Co-Zymase. Aus dieser Unterscheidung folgt, dab im System 
1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 241, 67, 1931. — ? Euler u. Giinther, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 235, 104, 1935. — *O. Meyerhof, diese Zeitschr. 
101, 165, 1918; 102, 1. 1918. — 4Z. B. Parnas, Ludwak-Mann, T. Mann, 
ebenda 281, 168, 1935. — ® Euler u. Adler, Ark. f. Kemi 12 B, Nr. 12, Nov. 
1935; R. Vestin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 240, 99, 1936. 
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Phosphobrenztraubensaure + Glucose die Gaérung in Gegenwart von 
Adenylsdure stehen bleibt, wenn eine der Phosphobrenztraubensaure 
aquivalente Kohlensiuremenge abgespalten ist, genau wie bei Ver- 
giftung des frischen Mazerationssaftes mit Fluorid oder Jodessigsaure, 
daB sie dagegen mit Co-Zymase weiter fortschreitet. Dieser Fall ist 
von HLuler und Adler bereits beobachtet worden. 

Auf die im einzelnen bestehenden Verschiedenheiten in der Wirkung 
beider Co-Fermentsysteme wird bei der Beschreibung der Versuche 
naher eingegangen. 


I. Reinigung und Bestimmung der Co-Zymase. 


Da das vom Co-Ferment befreite Fermentsystem (kolloide Trager- 
substanz = ,,Apo-Zymase*) in den Garungsversuchen nicht besonders 
gereinigt wird und seine Wirkungsstarke von anwesenden Begleit- 
stoffen abhangt, ist die quantitative Reproduzierbarkeit beschrankt 
auf die benutzte Hefeart und die Methode ihrer Verarbeitung. Doch 
fand ich bei der Darstellung und Eichung der Co-Zymase nach dem Ver- 
fahren H.v. Eulers eine verhaltnismaBig gute Ubereinstimmung mit 
seinen Daten. Zwar konnten die von der Schule Kulers angegebenen 
Ansiitze zur Bestimmung der Co-Zymaseeinheiten von mir nicht direkt 
benutzt werden, weil die Suspension der Trockenhefe dann zu dick- 
fliissig und die Garung fiir genaue Messung zu gro war. Verwandte 
ich jedoch statt 300 mg ausgewaschener Trockenhefe in 2 cem nur 20 mg 
auf 1 eem und setzte voraus, daB der Co-Zymasegehalt des Hefekoch- 
safts konstant und ebenso hoch ist wie bei den Stockholmer Hefen, so 
entsprach die so bestimmte Einheit der Co-Zymasewirkung (ACo) 
bei den verschiedenen Reinigungsschritten der GréBenordnung nach 
den Angaben Eulers. Wahrend somit kein Zweifel bestehen kann iber 
die Identitaét und Einheitlichkeit der Harden-Eulerschen Co-Zymase, 
welche nach der neuesten Reindarstellung als eine Verbindung von 
Adeninnucleotid mit Nikotinsiureamid-Nucleotid anzusehen ist!, ent- 
halt der Kochsaft und das Dialysat noch eine Reihe anderer Aktivatoren, 
die man ebenfalls dem Co-Fermentsystem zurechnen kann. Dies gilt 
sowohl fiir das fiir die Garung unentbehrliche Mg? und das aus Hefe 
und Mazerationssaft dargestellte Adenylpyrophosphat*, wie auch fiir 
weitere, in ihrer Konstitution unbekannte Substanzen. Ihre Anwesenheit 
kann in einzelnen Anordnungen die quantitativen Ergebnisse stark 


' Kuler, Albers u. Schlenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 237, I, 1935; 


240, 113, 1936; O. Warburg, diese Zeitschr. 285, 156, 1936. — ? K. Loh- 
mann, ebenda 237, 445, 1931; 241, 67, 1931. - % K, Lohmann, 


ebenda 233, 460, 1931; P. Ohlmeyer, ebenda 288, 114, 1935; Th. Wagner- 
Jauregg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 288, 129, 1936; Euler, Adler u. 
Pétursson, Sv. Kemisk Tidskr. 47, 249, 1935. 
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beeinflussen. Die Ungewibheit, ob sie in bestimmten Hefearten und 
Verarbeitungsweisen in gleicher Weise aus den Riickstanden entfernt 
werden und in verschieden weit gereinigten Co-Fermentlésungen fehlen 
oder anwesend sind, erschwert ebenso wie die schwankende Wirkungs- 
stirke der ,,Apo-Zymase“ den Vergleich mit den von anderen Autoren 
erhaltenen Resultaten. 


a) Darstellung der Co-Zymase. 


In der Darstellung richtete ich mich nach den Angaben H. v. Eulers 
und Myrbdcks, wie sie bis Mitte 1935 vorlagen!. Sie entspricht dem 
kiirzlich beschriebenen Reinigungsverfahren Eulers bis zur Fallung mit 
CuCl*. Fiir mich kam es nicht so sehr auf besonders hohen Reinheits- 
grad an, wie auf Abwesenheit der freien Adenylsdure, deren Menge durch 
EKinwirkung des Desaminaseextrakts nach Schmidt bestimmt wurde, 
da dieser, wie schon Myrbdck fand®, auf die Co-Zymase direkt nicht 
anspricht. 

Beispiel der Darstellung. 


5 kg Léwenbrauhefe in 2 Liter Wasser bei 80° eingeriihrt, der zentri- 
fugierte Kochsaft (3,1 Liter) mit 600 cem gesittigtem neutralem Bleiacetat 
gefallt und die L6sung bis zur schwachen Blaufarbung von Thymolphthalein- 
papier mit gesittigtem Barytwasser versetzt. Der ausfallende Niederschlag 
mit 10° iger Schwefelsdure zersetzt, die Lésung (150 ccm) scharf zentri- 
fugiert, weiter mit Schwefelséiure angesiuert und konzentrierte Phosphor- 
wolframsaure im UberschuB zugegeben. Der Niederschlag abzentrifugiert 
und in 100 cem 1 °,iger Schwefelséure aufgeschlammt, durch einstiindiges 
Schiitteln mit dem dreifachen Volumen Ather-Amylalkohol (1: 1) zersetzt. 
Die Hauptmenge der Schwefelséure in der wisserigen Schicht wird mit 
Barytwasser entfernt (bis pq 5), Silbernitrat zugesetzt, bis eme Probe mit 
Barytwasser eine braune Fallung gibt. Der Niederschlag, sowie die andern, 
bei schrittweisem Zusatz von Ammoniak ausfallenden Fraktionen werden 
mit Schwefelwasserstoff zersetzt und die Losungen auf Co-Zymasegehalt 
untersucht. Die Fraktionen bei pa 7,5 waren meist die aktivsten. Sie 
wurden mit Quecksilberacetat gefallt. Die von H,S befreite Lésung (19 cem) 
enthielt 210 Einheiten pro ccm, insgesamt 4000. Trockengewicht der organi- 
schen Substanz 2,2 mg pro ecem. A-Co (nach Euler berechnet) 96000. 


Weitere Praparate wurden iiber die CuCl-Fallung gereinigt und 
mit Alkohol fraktioniert, doch waren diese weniger haltbar. 

Fir die Priifung der Wirkungsstarke wurde ausgewaschene Trocken- 
hefe verwandt, die im Gegensatz zu der fiir Herstellung von Maze- 
rationssaft dienenden rasch getrocknet war. In einem gewissen Be- 
reich war die Garung der Konzentration des Co-Ferments proportional. 

1 Myrbdck, Ergebn. d. Enzymforsch. 2, 139, 1933; Myrbdck u. Oerten- 
blad, Zeitschr. f. physiol. Chem. 233, 87, 1935. — * Euler, Albers u. Schlenk, 
ebenda 240, 113, 1936. — * Myrbdck u. Oertenblad, ebenda 234, 254, 1935. 
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Beispiel. Mit 20 mg, achtmal mit Wasser ausgewaschener Trockenhefe 

0,2 cem m/10 Phosphat (py 6,5), 10 mg Glucose und 2 mg P,O;-Hexose- 

diphosphat, 0,016 mg Mg, im stationéren Zustande, 40 Minuten nach Ver- 
suchsbeginn, pro 10 Minuten gebildete cmm CO,, 





Co-Zymasepriflésung 


Hefekochsaft 1: 100 verdiinnt 
Ohne Zusatz 0,1 eem 0,2 cem 0,4 com 0,4 com 0,7 eem 
6 45 emm 97 emm/! 168 emm 62 cemm. 106 ecmm 


Die Co-Zymase enthielt 11 mg Trockensubstanz pro ccm, der Kochsaft 
17,5 mg. Setzt man A-Co des Kochsaftes = 1000, so ergibt sich fiir das 
gepriifte Co-Zymasepriparat nach Euler ein ACo von 57000. 


b) Bestimmung der Co-Zymase. 

Fiir den quantitativen Vergleich der Wirkung der Co-Zymase und 
des freien Adenylsiuresystems rechne ich die Menge Co-Zymase, die 
1 Mol Adenylsaiure enthalt, als aquivalent 1 Mol freier Adenylsaure. 
Nach den neuesten Befunden ELulers und O. Warburgs ist anzunehmen, 
daB dies 1 Mol Co-Zymase ist. Die Co-Zymase laBt sich nun auch in 
unreinen Lésungen mit einer annahernden Genauigkeit direkt bestimmen, 
durch gleichzeitige fiinfstiindige Einwirkung von 90 Minuten dialysiertem 
Mazerationssaft und Schmidtscher Desaminase. Wahrend in Abwesen- 
heit von Mazerationssaft die Schmidtsche Desaminase nur freie 
Adenylsaure desaminiert, erscheint nach fiinfstiindiger Inkubation mit 
Desaminaseextrakt und Mazerationssaft eine Menge Ammoniak, die 
der in der Co-Zymase gebundenen Menge Adenylsiure aquimolekular 
ist. Zur Begriindung dieser Methode seien die folgenden Berechnungen 
wiedergegeben. 

Die reinsten meiner Co-Zymasepraparate, die jedoch noch nicht 
als chemisch rein zu betrachten sind, hatten in Ubereinstimmung mit 
den von Euler ver6ffentlichten Analysen! einen Gehalt von etwa 14% 
Kjeldahl-N und 8% P. Versuchsbeispiel: Co-Zymase mit 11,0 mg 
organischer Trockensubstanz pro ecm: 1,91 mg P,O,; = 7,6% P. 1.61 mg 
Kjeldahl-N = 14,6% N. In diesem Praparat sind zunachst pro 
ceem 60 y NH,-N direkt mit Schmidtscher Desaminase bestimmbar 
(= 3.7%) und in Ubereinstimmung mit Myrbdck und Oertenblad als 
verunreinigende Adenylsiure anzusprechen. Es sind daher 5.60 N 

= 0,30 mg Kjeldahl-N nicht auf Co-Zymase zu beziehen, so daB 1,31 mg 
Kjeldahl-N fiir die Co-Zymase bleiben. Bei gemeinsamer Einwirkung 


' Buler, Albers u. Schlenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 237, 1, 1935; 
240, 113, 1936. Auf die Schwankungen und Widerspriiche, die sich zwischen 
den in verschiedenen Arbeiten Lulers veréffentlichten Analysen finden, sei 
in dieser Uberschlagsrechnung nicht eingegangen. 
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von Schmidtschem Extrakt und Mazerationssaft sind nach Abzug des 
aus dem Mazerationssaft selbst stammenden Ammoniaks 210 y NH,-N 
pro ecm gebildet. 150 y N davon sind also Amino-N aus der 
Adenylsiure der Co-Zymase. Euler berechnet fiir 1 Mol Co-Zymase 
8N, da aber im Nicotinsiureamid 1 N-Atom nach Kjeldahl nicht be- 
stimmbar ist, sind nur 7 Atome Ajeldahl-N anzusetzen, wovon | auf 
Amino-N der Adenylsaure kame. Zu erwarten ist danach die Abspaltung 
von !/, von 1,31 mg oder 186 y, wahrend hier 150 y gefunden sind. 
Kommen im Co-Zymasemolekiil 7 Atome Kjeldahl-N auf 2 Atome P, 
mg Kjeldahl-N 
mg P 


so ist das Verhaltnis 1,58 zu erwarten und das Ver- 


mg Amino-N 


haltnis - 0,226. Nun wurde kiirzlich von O. Meyerhof 


mg P 

und W. Kiessling! gefunden, daB man Co-Zymase durch Umesterung 
mit Phosphobrenztraubensaure in Co-Zymasepyrophosphat umwandeln 
und als solches isolieren kann. Hierbei entsteht eine Menge leicht 
hydrolysierbaren Phosphats, die gleich ist dem organisch gebundenen 
Phosphat, was am einfachsten so zu erklaren ist, daB die in der Co- 
Zymase gebundene Adenylsaure ebenso wie freie Adenylsdiure befihigt 
ist, eine Pyrophosphorsiuregruppe anzulagern. Bestimmt man gleich- 
zeitig mit dem abgespaltenen Amino-N den schwer hydrolysierbar 
gebundenen P der Co-Zymase und den von Phosphobrenztraubensaure 
umzuesternden leicht hydrolysierbaren P, so sind diese P-Werte nahezu 
gleich und jeder etwa das vier- bis fiinffache des abgespaltenen Amino-N, 
was mit der obigen Rechnung iibereinstimmt. 

Beispiel. 0,5cem eines 30 Minuten dialysierten Mazerationssaftes 
werden mit Phosphobrenztraubensiure (2,02 mg P,O;) versetzt. Hierbei 
werden maximal auf die im Mazerationssaft vorhandene Co-Zymase 0,80 mg 
P,O; umgeestert. Bei Zusatz von 0,2 cem der im vorangehenden Versuch 
benutzten Co-Zymaselésung steigt dieser Wert auf 1,16 mg Pyro-P,O,. 
Auf lcem Co-Zymaselésung werden danach 1,8 mg P,O,; bzw. 795 P 
zusatzlich verestert. Die Co-Zymaselésung enthalt dabei direkt 830 » 
organischen P. Nach dem Ergebnis des Desaminaseversuchs miissen davon 
130 » P freier Adenylsiure angehéren, die ebenfalls Pyrophosphat bilden, 
und zwar 260 » Pyro-P. Danach waren 700 » Co-Zymase-P vorhanden, die 
535 y leicht hydrolysierbaren P addiert haben. Das Verhaltnis Amino-N zu 
schwer hydrolysierbarem P ist danach: 150/700 = 0,22, und von Amino-N 
zu Co-Zymasepyrophosphat-P: 150/535 = 0,28. 

Weitere Versuche mit anderen Praparaten ergeben ein ahnliches 
Resultat und zeigen, daB der Co-Zymasegehalt der Lésung, wenn auchnicht 
genau, so doch angenahert auf die angegebene Weise bestimmt werden 
kann. Entsprechend findet man, daB beim langeren Aufbewahren von 


! Naturwiss. 24, 361, 1936. 
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Co-Zymase der mit Schmidtschem Desaminaseextrakt direkt abspaltbar 
Amino-N zunimmt und mit der Zeit etwa so hoch wird wie der anfanglich 
durch gleichzeitige Einwirkung von Mazerationssaft und Desaminas: 
erhaltliche. Hier zerfallt also offenbar die Co-Zymase unter Abspaltung 
von Adenylsaure. 

Die Co-Zymasepraparate waren nahezu frei von Warburgschem Co 
Ferment, was sich in Oxydationsversuchen mit gelbem Ferment und 
Hexosemonophosphorsaure — er 




















60 
mnt —_ HM) gab. Aut gebundenen P bezogen 
aii » war dann die Wirkung meine: 
ri Co-Zymasepraparate nur etwa 
120 i ; i 4 F ° . 
. on 0,1°, derjenigen von Warburgs 
oT Co-Ferment. 
ee 
i a 
| 40 Il. Aufspaltung von Phosphobrenz- 
= traubensiure, 
ef Phosphobrenztraubensaure 
Ww pee oon me , wird in dialysiertem Muskelex- 
ai . a . r . . 
trakt und in ausgewaschene! 
/ Hefe direkt nicht dephosphory- 
liert, sondern erst nach Zusatz 
0 % 30 % 0 Min 76 


von Mg und Adenylpyrophosphat 
Abb 1. Vergirung von Phosphobrenztrauben- bzw. Adenvlsaure}, Da die ge- 
siure mit Co-Zymase und Adenylsiure. Pro ecem : ‘ fi - 

0,5ccm dialysierten Mazerationssaftes, 005mg bildete Brenztraubensaure — in 


Mg, m100 Phosphat und Phosphobrenztrauben- Hefepraparaten vergoren wind 
c ce c . 


siure mit 1,0 mg P.O, = 300 emm COb». 
—Q— 1 Ohne Co-Ferment. wird die Dephosphorylierung 
---C--- Mit : risiure (200 y Ps Os). . - ‘ 

7. ae Ae an der Kohlensaurebildung be- 


—O— III Mit Co-Zymase (200 y Ad-P. 05). : ; 
stimmt. Die Co-Fermentrolle des 


Adenylsiuresystems beruht auf der Umesterung: 


2 Phosphobrenztraubensaure 2 Brenztraubensaure 
sn = ++ 


1 Adenylsaure 1 Adenylpyrophosphorsaure 


wobei das gebildete Adenylpyrophosphat bei Abwesenheit eines 
Phosphatakzeptors spontan in Adenylsiure und Phosphat zerfallt. 
In Ubereinstimmung mit Euler und Adler? fand ich, daB Co-Zymase die 
Adenylsaure hierbei vollstaéndig ersetzen kann und, auf gleiche Mengen 
Adenylsaure-P bezogen, sogar meist etwas starker wirkt [vgl. Abb.1 
(13. V.)]. Hierbei ist die Anwesenheit von Mg ebenso unentbehrlich 


1K, Lohmann u. O. Meyerho}, diese Zeitschr. 273, 60, 1934. — ? Euler 
u. Adler, Ark. f. Kemi 12 B, Nr. 12, 1935; Vestin, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 240, 99, 1936. 
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wie bei freier Adenylsaure [Abb. 2 (29. 1)]. In 20 Stunden dialysiertem 
Mazerationssaft wird jedoch das entstandene Adenylpyrophosphat nur ~ 
sehr langsam aufgespalten. Deshalb verlangsamt sich der Umsatz 
betrachtlich, wenn die freie Adenylsiure bzw. die Adenylsiuregruppe 
der Co-Zymase zu Pyrophosphat verestert ist und die dazu stéchio- 
metrische Menge Brenztraubensiure aufgespalten ist (in Abb. 1, 200 y 
Adenylsaiure-P,O0; = 126emm CQO,). Schon von O. Meyerhof und 
W. Kiessling ist festgestellt, daB fiir die spontane Spaltungsgeschwindig- 
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Abb. 2. Vergirung von Phospho- Abb. 3. Phosphobrenztranbensiure 
brenztraubensiure mit Co-Zymase, in frischem und dialysiertem Maze- 
mit und ohne Mg. Ausschliige pro rationssaft. Umsiitze pro eem mit 
cem mit 0,5 cem 25 Std. dialysierten 0,5 cem Mazerationssaft. Phospho- 
Mazerationssaftes. m/i00 Phosphat. brenztraubensiure mit 1,5 mg P.O, 

Phosphobrenztraubenséure mit (450 emm CO»). 

05mg P20; = Lb8emm CO, I Dialysierter Mazerationssaft 

(—» entspricht Totalumsatz). mit 0,05 mg Mg, m/100 Phosphat. 
1 0,3 cem Roh-Co-Zymase (enthilt I] Nichtdialysierter Mazerations- 

noch den durch Phosphorwolfram- saft 20 Std. alt. 

siure abtrennbaren Aktivator). III Wie I, aber mit 80y P,O;- 
II Dasselbe + 0,05 mg Mg. Adenylsi&ure. 

IV Wie III + 0,13 mg Py O;-Hexose- 
diphosphat. 


V WielV, aber statt Adenylsiure 
Co-Zymase mit 80 y Ad-P, Os. 
keit der Phosphobrenztraubensaiure die Umesterung des Phosphats 
auf praformiertes Polysaccharid wesentlich ist!. AuBerdem sind aber 
noch andere, im Hefekochsaft enthaltene Aktivatoren hierauf von 
EinfluB, die bei der Fallung der Co-Zymase mit Phosphorwolframsaure 
entfernt werden. Den Unterschied zwischen dem Umsatz in frischem 
und mit Co-Ferment versetztem dialysierten Mazerationssaft ersieht 
man aus Abb. 3; in ersterem wird die Phosphobrenztraubensaure restlos 


1 Diese Zeitschr. 281, 249, 1935. 
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umgesetzt, in der gleichen Zeit aber im dialysierten nur eine der Adeny! 
sduregruppe aquivalente Menge (50cemm CO, = 80y Adenylsaure- 
P,O,). Wird Hexosediphosphat zur Beschleunigung der Angarung 
zugesetzt, so erhéht sich der Umsatz auch nur um die aus Hexose- 
diphosphat stammende Kohlensiure (40cmm CO, = 130 y Hexose- 
diphosphat-P,0O>). 


Il. Aufspaltung von Phosphobrenztraubensiure in Gegenwart von Glucose. 


Die Beschleunigung des Phosphobrenztraubensiureumsatzes in 
‘ r ha 
Gegenwart von Zucker beruht auf der Ubernahme des Phosphats von 





1200 
mm? 
WV 
1000 + —— + + 
Abb. 4. Umsatz von Phosphobrenztrauben 
siure und Glucose in dialysiertem Maze- 
rationssaft. Pro cem 0,4 cem 15 Std. dialy- 
$00 sierten Mazerationssaftes. Phosphobrenz 


traubensaure mit 0,9mg P20; (280emm CO, 
— >) 12mg Glucose, 005mg Mg, m/30 
Phosphat und 60 y P»,O;-Hexosediphosphat. 


| I Zusatz destillierten Wassers. 
600 II Co-Zymase mit 807 Ad-P,0 
S III Co-Zymase mit 80 y Ad-P.0;, 


m/l5 NaF. 
IV Co-Zymase mit 200 y Ad- 
P.Os. 

--O--UO-- V Adenylsiure mit 100 y P,0,. 
--O--©-- VI Adenylpyrophosphat mit 100) 
Pyro-P» Os. 

VIl Co-Zymase mit 80 y Ad-P, 0; 
+ 600 y P.O; Adenylsiure. 


400 |- 


£0 
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dem bei der Umesterung entstandenen Adenylpyrophosphat auf Hexose, 
wihrend in Abwesenheit eines P-Akzeptors die Geschwindigkeit durch 
den sehr viel langsameren Zerfall des Adenylpyrophosphats in Adeny!- 
siure und anorganisches Phosphat bedingt ist!. Die Co-Zymase wirkt 
hier genau ebenso wie das freie Adenylsduresystem. Ein Unterschied 
tritt erst in dem Moment zutage, wo die Phosphobrenztraubensaure 
vergoren ist; in diesem Moment hért der Umsatz in Gegenwart von 
Adenylsiure und Adenylpyrophosphat vollstandig auf, schreitet aber 
in Gegenwart von Co-Zymase weiter fort. In Gegenwart von Fluorid 
tritt daher kein Unterschied zwischen beiden Co-Fermenten zutage, 
wohl aber ohne Fluorid (Abb. 4). Die Erleichterung der Wiederauf- 


1 O, Meyerhofu. W. Kiessling, diese Zeitschr. 2838, 83, 1935. 
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spaltung des Adenylpyrophosphats durch die Umesterung auf Zucker 
macht sich in dialysiertem Mazerationssaft noch starker geltend ; wahrend 
hier die Garung der Phosphobrenztraubensdéure sonst nach stéchio- 
metrischem Umsatz mit der anwesenden Adenylsaiuregruppe sich 
auBerordentlich verlangsamt, schreitet sie mit Zucker selbst bei sehr 
kleinen Co-Fermentmengen rasch bis zum volligen Verschwinden der 
Phosphobrenztraubensaure fort, (daB in den Abbildungen die theo- 
retische Kohlensiuremenge nicht immer erreicht wird, liegt haupt- 
sichlich an CO,-Retention). 


Gibt man zu einem Garansatz von Glucose nur sehr wenig Phos- 
phobrenztraubensaure, die gerade zur Aufhebung der Induktions- 
periode hinreicht, so erhalt man mit kleinen Mengen Adenylsiaure 
nahezu keine Wirkung (vgl. Abb. 5). Bei gréBeren Adenylsiuremengen 








00 
J | 
NT |\-- | 
ae 
Abb. 5. Gtrung von Glucose mit Spuren von 30 T 
Phosphobrenztraubenséure und Hexosediphos- 
phat. Pro cem 0,5cem 20 Std. dialysierten 
Mazerationssaftes, 1,5 mg Glucose (= 375 cmm 1 
CO. —~ ), 0,06 mg P. 0;-Phosphobrenztrauben- 
siure und 0,04 mg P,0,-Hexosediphosphat, 2 ae Ft 
0,05 mg Mg, m/100 Phosphat. = 


I Destilliertes Wasser. 

II Co-Zymase mit 6y Ad-P, 05. 
III Adenylsdure mit 6y P2Q5. 

IV Adenylsiure mit 60 y P2O;5. 














0 1§ XO % Mn 60 


findet zwar auch jetzt noch eine langsame Garung statt, zumal wenn etwas 
Hexosediphosphat zugegeben ist. Ob dies auf Co-Zymasespuren zuriick- 
zufiihren ist, die im ausgewaschenen Mazerationssaft zuriickgeblieben 
sind und die erst durch Kombination mit viel Adenylsaure zur Wirkung 
kommen, sei dahingestellt. Im Ansatz mit Co-Zymase (Abb. 5, Kurve II) 
ist die Glucose in 45 Minuten vollstandig vergoren und bereits in 
10 Minuten die rasche Girperiode, entsprechend dem halben Glucose- 
umsatz, beendet. 


Eine Potenzierung der Wirkung bei Kombination von Co-Zymase 
und Adenylsaure in verschiedenen Mengenverhiltnissen konnte bei der 
Umesterung der Phosphobrenztraubenséure nicht beobachtet werden. 
Die Geschwindigkeit hingt in einem gewissen Bereich von der Co- 
Fermentkonzentration ab (vgl. Abb. 4 und 6). Wie z. B. Abb. 6 zeigt, 
ist der Umsatz mit 40 y Adenylsaure-P,O, pro ecm rascher als mit 4 y: 
mit 200 y dagegen nicht rascher als mit 40 y. Ebenso steigt er mit 
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1, 5, 10 y Co-Zymase-P,O,. Bei Kombination von beiden erhalt man 
nur die Summe der Wirkung (vgl. Abb. 4, Kurve VII; Abb. 6, Kurve VII). 
Adenylpyrophosphat wirkt stets wie Adenylséure (Abb. 4, Kurve VJ). 
Wenn bei Totalumsatz des Zuckers unter Umstanden eine Potenzierung 
von Co-Zymase und Adenylpyrophosphat beobachtet wird, so diirfte 
sie von dem Ineinandergreifen der verschiedenen Teilreaktionen ab- 
hangen, oder aber auf sekundaren Faktoren beruhen, wie etwa de1 
von Wagner-Jauregg beschriebenen Entgiftung von Kupferspuren durch 
Co-Zymase!, 

















400 7 
mm? 
| 
Abb. 6. Girung von Glucose + Phospho 
H00 brenztraubensiure mit verschiedenen Co 
Ferment-Mengen. 0,4 cem Mazerationssaft 
15 Std. dialysiert auf leem. 0,9 mg P,0;- 
Phosphobrenztraubensaéure = 280 emm C0, 
15mg Glucose, 0,05 mg Mg, 607 P20; 
‘ Hexosediphosphat, m,500 Phosphat. 
|w 0 Ohne Zusatz. 
s I Co-Zymase mit 1 y Ad-P. 05. 
a Il Co-Zymase mit 5 y Ad-P,0;. 
III Co-Zymase mit 107 Ad-P, 0, 
---o--- IV 4y P,0; Adenylsaure. 
---O--- V 407P,0; : 
100 ---O--- VI 200y P20; * 
VII Co-Zymase mit 1 y Ad-P,(, 
+ 47 P,O;-Adenylsaure. 
0 0 Min 18 


IV. Dismutation von Hexosediphosphat mit und ohne Glucose. 

Die spezifische Rolle der Co-Zymase fiir die Oxydoreduktionen 
ergibt sich besonders deutlich in den Anordnungen, in denen dieser 
Teilvorgang der Garung fiir sich beobachtet wird. Der klarste Fall ist 
die Dismutation von Hexosediphosphat in Fluorid nach der Gleichung: 


| Hexosediphosphorsaure 
- 1 Phosphoglycerinséiure + 1 Glycerinphosphorsaure, 


weil hierbei keinerlei Anderung des Phosphatgehalts, sondern nur eine 
reine Oxydoreduktion zwischen den im Gleichgewicht mit Hexose- 
diphosphat entstandenen 2 Mol Triosephosphat stattfindet. Diese 
teaktion kann manometrisch verfolgt werden, da die Glycerinsaure- 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 240, I, 1936. 
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yruppe aus Bicarbonat Kohlensaure austreibt (Abb. 7, Kurve La und ITa). 
[st auch noch Glucose anwesend, so geht die Reaktion nach der Gleichung 
vor sich: 
1 Hexosediphosphorsaure 2 Phosphoglycerinsaure 

+- 1 Glucose 

+ 2 Phosphat 2 Glycerinphosphorsaure 
Hier findet also neben der Dismutation noch Veresterung der Glucose statt. 
In frischem Mazerationssaft verlauft diese Reaktion viel rascher als 
der Umsatz von Hexosediphosphat allein, in dialysiertem ist praktisch 
kein Unterschied (Kurve Ila und Ilb). Wie Abb. 7 zeigt, ist Adenyl- 
siure und ebenso Adenylpyrophosphat bei dieser Reaktion wirkungslos. 
Inden Ansatzen der Abb. 7 wurde mit 80 y Co-Zymase-P,O, in 10 Minuten 





mm 


] 
100 : ; me 
I ra 
Abb. 7. Dismutation von Hexosediphosphat in Hb 


dialysiertem Mazerationssaft. 0,5¢cm Maze- W } i) 
rationssaft, 20 Std. dialysiert, pro cem, Phosphat 

mit 2,6 mg P,0;, 0,05 mg Mg, m/40 NaF, 

5.10-2 mol. Bicarbonat, gemessen in 1009/9 C Oo. UY 


Kurven a mit 1,9 mg Hexosediphosphat. 
» b mit 10mg Hexosediphosphat 
+ 4,5 mg Glucose. 
0 Ohne Co-Ferment. 











Ia Mit Adenylsture (807 P, 05). ad 

Ib Mit Adenylséure (100 y P.O). | 

Ifa Co-Zymase mit 807 Ad-P,0,. 

IIb Co-Zymase mit 1007 Ad-P,0;. 2b} 
| 
a — 1b_0 | 
0 $ 0 95 Min 20 


0,96 mg schwer hydrolysierbares P,O, gebildet, mit ebensoviel freier 
Adenylsaure aber nur 0,07 mg. Von Interesse ist, daB im Muskelextrakt 
die Dismutation des Hexosediphosphats bereits mit sehr viel weniger 
dialysabler Co-Zymase vonstatten geht?. 


V. Oxydoreduktion von Glucose mit Acetaldehyd in NaF. 


Auch die Oxydoreduktion des stationaéren Zustandes, die sich 
zwischen dem primaren Veresterungsprodukt der Glucose und Acet- 
aldehyd abspielt, kann manometrisch verfolgt werden (Abb. 8). Adenyl- 
saure und Adenylpyrophosphat sind unwirksam, wahrend Co-Zymase 
die Oxydoreduktion mit gleichzeitiger Veresterung in Gang setzt. 
Umsatzgeschwindigkeit und Gesamtausbeute sind erheblich geringer 


' Vel. Anm. 3, S. 212. 
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als in frischem Mazerationssaft, da in 1 Stunde auf 0,5 cem Mazerations. 
saft nur etwa L00cmm CO,, entsprechend 5. 10~-§ Mol Phosphoglycerin- 
sdure, gebildet werden, ziemlich unabhangig von der Acetaldehydmenge., 
waihrend in frischem Mazerationssaft unter gleichen Umstanden be 
UberschuB von Acetaldehyd die zehnfache Menge entsteht. Andererseit- 
ist der Umsatz aber das Mehrfache desjenigen, welcher bei nur stéchio 
metrischer Oxydation oder Oxydation oder Hydrierung des Co-Zymase 
molekiils zu erwarten ware. In Versuch Abb.8 sind z. B. 60 emm 
CO, = 3.10-° M Phosphoglycerinsiure entstanden, wahrend wenige: 
als 0,7.10-°M Co-Zymase zugegen sind. Auch in diesem Falle ist 
Adenylsaiurepyrophosphat ebenso unwirksam wie freie Adenylsiure. 














0 
mm? 
& i T T Abb. 8. Oxydoreduktion von Glucose mit Acet 
aldehyd. Pro cem 0,5 cem 20 Std. dialysierten 
Mazerationssaftes, 2,5mg P.O; anorganisches 
Phosphat, 0,05 mg Mg, m/30 NaF, 5.10-2 mol 
| Bicarbonat, gemessen in 100 °/y7 CO, 3mg Glu 
_ T T T * cose. Hexosediphosphat mit 30 y P)0;, 1,2 mg 
8 Pa Acetaldehyd. 
I Destilliertes Wasser. 
¥ II (damit zusammenfallend) 50 y P. O;-Adeny! 
: sure. 
2 | Ill Co-Zymase mit 50 y Ad-P, 05. 
Tall 
a Lhe T 
0 6 6 % Mn 00 
Diskussion. 


Die vorstehend geschilderten Versuchsergebnisse passen gut in 
das Bild, das wir uns heute auf Grund des chemischen Baues der Co- 
Zymase von deren Funktionen machen miissen. Nach den letzten 
Veroffentlichungen Hulers und O. Warburgs scheint die Co-Zymase 
bis auf das Fehlen einer Phosphorséuregruppe mit dem Warburgschen 
Co-Ferment nahe tibereinzustimmen und ist danach ein Adenin-Pyridin- 
Dinucleotid!. Der Adenylsaureteil laBt sich nun im Co-Zymasemolekii! 
ebenso zu Pyrophosphat verestern wie freie Adenylsaéure und hat offenbar 
dieselbe Funktion wie diese. Der Pyridinnucleotidanteil ist dagegen 
fiir die Oxydoreduktionen verantwortlich, die soeben von Warburg 
am Co-Zymasemolekiil direkt demonstriert sind?. Fiir die Gaérung und 
Milchsiurebildung sind nun Oxydoreduktionen und Umesterungen in 
gleicher Weise von Bedeutung. Es ist daher klar, daB die Co-Zymase 


' Vgl. O. Warburg, diese Zeitschr. 285, 156, 1936. — ? O. Warbury 
u. W. Christian, ebenda 286, 81, 1936; vgl. auch Euler, Adler u. Hellstrém. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 241, 239, 1936. 
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auch in Abwesenheit des freien Adenylsiuresystems die Gesamtheit 
der einsinnig verlaufenden Girungsumesterungen und Oxydoreduktionen 
erméglichen und damit die ganze Reaktionskette unterhalten kann, 
die freie Adenylsiure aber nur die Teilreaktionen der Umesterung. 
Wenn durch Adenylpyrophosphat allein unter Umstanden in aus- 
gewaschenen oder dialysierten Hefepriparaten eine Gdarung hervor- 
gerufen werden kann!, diirfte dies daran liegen, daB kleine Mengen von 
Co-Zymase im Riickstand erhalten geblieben sind, die fiir die Oxydo- 
reduktion noch hinreichen, aber nicht mehr fiir die Umesterung. Daher 
zeigt sich dies besonders bei schwach ausgewaschener Trockenhefe. Die 
Bedeutung des Hexosediphosphatzusatzes fiir die Auslésung der An- 
girung? zeigt, daB in frischem Mazerationssaft nicht nur das Hexose- 
diphosphat selbst fehlt, sondern auch die Bedingungen zu seiner Bildung. 
Eine Bedingung ist aber, wie wir jetzt wissen, das Vorliegen der Adeny]- 
pyrophosphatgruppe entweder frei oder als Bestandteil der Co-Zymase. 
Daher zeigt in Abwesenheit von Hexosediphosphat Adenylpyrophosphat 
mit geringen Mengen von Co-Zymase eine potenzierte Wirkung, ja, 
kann sogar zur Auslésung der Garung unentbehrlich sein*. Offenbar 
entsteht im allgemeinen durch Zusammenspiel des praformierten Poly- 
saccharids der Hefe, wenn es direkt oder erst bei seiner langsamen 
enzymatischen Hydrolyse phosphoryliert worden ist, mit der freien 
oder gebundenen Adenylsduregruppe die erste Spur Pyrophosphat. 
Dies erméglicht eine entsprechende Veresterung der Glucose zu 
Hexosediphosphat. Mit dem Entstehen der ersten Spur desselben 
wird der Ablauf der Garungsreaktionen nach dem friiher veréffent- 
lichten Schema # in Gang gesetzt. 


Zusammenfassung. 

Es wird gezeigt, dab die Wirkung von nach Fuler gereinigter Co- 

Zymase bei dem direkten Zerfall der Phosphobrenztraubenséiure und 
bei der Umesterung der Phosphobrenztraubensaure mit Glucose iiberein- 
stimmt mit derjenigen des freien Adenylsiuresystems, wahrend bei den 
Oxydoreduktionen, der Dismutation des Hexosediphosphats in Fluorid 
und dem Umsatz von Glucose +- Phosphat mit Acetaldehyd, die Co- 
Zymase durch die freie Adenylsiure nicht ersetzt werden kann. Diese 
Befunde werden durch den chemischen Bau des Co-Zymasemolekiils 
verstandlich. 
1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 241, 67, insbesondere 85, 1931. — 
2 O. Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 185, 1918. —? Vgl. K. Loh- 
mann, diese Zeitschr. 241, 67, 1931. — 40. Meyerhofu. W. Kiessling, diese 
Zeitschr. 281, 249, 1935. 
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Eine Modifikation der K-Bichromatmethode 
zur kolorimetrischen Auswertung der Carotinoide. 
Von 
A. Krogis. 

(Aus der Zoophysiologischen Abteilung des Vergl.-anatomischen und 
experim.-zoologischen Instituts der Lettlandischen Universitat in Riga.) 
(Eingegangen am 17. Juli 1936.) 

Mit 3 Abbildungen im Text. 


Seit R. Willstdtter und A. Stolls (8) eingehenden Untersuchungen 
werden die K-Bichromate und Chromate oft als Vergleichslésungen zur 
quantitativen kolorimetrischen Bestimmung der Carotinoide angewandt. 
Es wird eine 0,2 %ige K-Bichromatlésung in destilliertem Wasser bei 
konstanter Schichttiefe von 100mm verwandt und die Menge der 
Carotinoide, bezogen auf eine 5.10-5 molare Lésung derselben, wird 
nach einer Formel berechnet. Es zeigte sich aber, dab die Beziehungs- 
zahlen 100/he und 100/ha in der Formel nicht proportional sind, und 
das Resultat wird um so unsicherer, je schwachere Carotinoidkonzen- 
trationen verglichen werden. 


Mit Hilfe von K-Bichromat als Vergleichslésung haben spater R. Will- 
stdtter und A. Stoll (9) sowie E. Goerrig (4), L.S. Palmer (7), H.v. Euler, 
V.Demole, P. Karrer und O. Walker (3) u.a. (s. auch Zechmeister (10)) 
umfangreiche Untersuchungen angestellt. Dabei haben die letztgenannten 
Autoren Vergleichszahlen erhalten, die von den Waillstdtterschen so stark ab- 
weichen, da8 nicht nur die verschiedene Reinheit der Ausgangsstoffe, sondern 
auch die Methode selbst dafiir verantwortlich zu sein scheint. 

Die von Willstdtter und Stoll gegebenen Formeln kénnen bei Einhaltung 
entsprechender Extraktionsbedingungen auch zur Bestimmung der absoluten 
Caroétinoidmenge in frischen und getrockneten tierischen Geweben angewandt 
werden. Doch sind dabei die Extrakte vielfach nur in déuBerst schwacher 
Konzentration oder aber in sehr geringen Mengen erhiltlich. Wohl aus 
diesem Grunde empfahl Palmer (7) als Standard bei der Bestimmung der 
Carotinoide im tierischen Gewebe eine 50 oder 100mm tiefe konstant« 
Schicht der zu untersuchenden Lésung zu verwenden und den abgelesenen 
Wert an empirischen Konzentrationskurven fiir Carotin (Xanthophyll)- 
Bichromat zu korrigieren. Dagegen verwandten H. van den Bergh, B. Miller 
und J. Brockme yer (1) eine etwa fiinfmal schwachere (1/,,%) K-Bichromat- 
lésung. Ch. L Connor (2) arbeitete mit einer Reihe von Bichromatlésungen 
verschiedener Konzentrationen (von 0,4 bis 0,02 %), wobei jeder Vergleichs- 
lésung eine bestimmte Carotinkonzentration entsprach. 

Allen diesen Methoden haftet der gleiche Fehler an. Um mit 
K-Bichromat als Vergleichslésung zuverlassig arbeiten zu kénnen, miiBte 
man seinen Farbton noch mehr dem Carotinoidspektrum anpassen, und 
es miiBte erreicht werden, daB die Konzentrationskurven sich méglichst 
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stark der Linearen naihern. SchlieBlich muB man sich iber ein Lésungs- 
mittel fir K-Bichromat von bestimmter und konstanter Reaktion einigen, 
denn der Farbton des K-Bichromats ist vom px abhangig und daher in 
destilliertem Wasser nicht hinlainglich definiert. Ich untersuchte daher 
die Einwirkung des pu auf den Farbton des K-Bichromats, um ein 
Puffersystem zu finden, in welchem das Bichromat allen Anforderungen 
entspricht!. Bereits H. Jorgensen (5) machte in dieser Richtung in- 
teressante Beobachtungen, hat aber keine darauf beruhende Be- 
stimmungsmethode ausgearbeitet. 


Als Puffersysteme wurden Sérensens '/;,; mol. Phosphatlésungen ver- 
wandt. Fiir die Herstellung der Vergleichslésungen ist stets Kalium- 
bichromicum (Merck, pro analysi) verwandt worden. Carotin erhielt ich in 
kristalliner Form (Schmelzp. 170 bis 171°) von der Firma Hoffmann-La Roche. 
Herr Priv.-Doz. BL. Jirgensons vom hiesigen Chemischen Universitatsinstitut 
stellte mir liebenswiirdigerweise das von ihm im Laboratorium von Prof. 
P. Karrer gewonnene Xanthophyll (Schmelzp. 182 bis 183°) zur Verfiigung. 
Carotin wurde in Petrolaither (Merck, Siedepunkt 40°C), Xanthophyll in 
Ather (Ather pro narcosi, Schering) gelést. Die Stammlésungen der Carotino- 
ide hatten die gleichen Konzentrationen wie bei Wallstdtter und Stoll. Die 
Carotinlésungen wurden 1 Woche lang verwandt, die Xanthophyllésungen 
taglich neu hergestellt. Zur Auswertung der Lésungen und Feststellung 
des pu wurde das Hellige-Dubosqsche Kolorimeter verwandt. 

Zu jedem Vergleich der Bichromat-Phosphatsysteme mit den Carotino- 
iden wurden zweimal je sechs Ablesungen mit einer mehrtigigen Zwischen- 
pause ausgefiihrt. Der endgiiltige Mittelwert in den Tabellen stammt also 
stets aus zw6lf Ablesungen. Nach der Ermittlung der den Carotinoid- 
lésungen am meisten entsprechenden Bichromat-Phosphatsysteme wurden 
die Messungen an ihnen noch zweimal, mit einer Zwischenpause von | bis 
3 Tagen, wiederholt. Entsprechend wurde bei der py-Bestimmung der 
Bichromat-Phosphatlésungen verfahren. Als Indikatoren dienten Methyl- 
rot, Bromkresolpurpur und Bromthymolblau. Die Kaliumbichromat- 
Phosphatlésungen kann man langere Zeit hindurch als Vergleichslésungen 
gebrauchen: sogar nach einjdhrigem Stehen in braunen, mit Glaspfropfen 
verschlossenen Flaschen hatte sich weder das py noch die Farbung geandert. 


a) Versuche mit Carotin. 

Es wurden nach Sérensen acht Phosphatgemische angefertigt von 
den pu-Werten 4,49, 4,94, 5,58, 6,23, 6,81, 7,38, 8,04 und 8,67. In je 
100 cem dieser Gemische wurden 0,2 g Kaliumbichromat gelést. Der 
Zusatz des Bichromats verschob den pu-Wert der Pufferlésungen um 0,10 
bis 0,29 nach der sauren Seite. Diese acht Lésungen mit allmahlichem 
Farbiibergang von dunkel-orange (pu 4,27) bis gelb (px 8,38) dienten 
fiir einen ersten Farbvergleich mit den Carotinoidlésungen. Ein Vergleich 
mit bloBem Auge ergibt, daB die Carotinlésung zwischen der vierten 
(px 6,08) und fiinften (py 6,59) Phosphatmischung einzuordnen ist. 

1 Die Anregung zu der Arbeit verdanke ich Herrn Doz. L. Aboling. 
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Tabelle I. Um einen der Carotin- 

: lésung noch ahnlicheren 
Zusammensetzung 

der zum Lisen des PH Farbton zu_ erlangen, 

Bichromats ver- der Puffersysteme . rf 

wandten Paffersysteme wurden drei neue Puf- 





Jach 7 fermischungen angefer- 
Vor Zusatz | Nach Zusatz n g gef 


m/15 m/15 : : ; von Kaliumbi- . r 
KH,PO, | Na, HPO, von Kaliumbi- | shromat, kolo- tigt (Tabelle Ia), deren 


Ne com BACH Sorensen| Hmciriec? px sich zwischen den 
: beiden erwahnten be- 
a ms = ee a fand. Bei kolorimetri- 
75 25 6.37 6,17 schem Vergleich dieser 
b 76 24 6,35 6.16 drei Bichromat - Phos- 
77 23 6,32 6,13 phatlésungen mit der 
Zz 7 Mo Ho Carotinlésung wurde 
80 20 6.23 6.08 festgestellt, daB beson- 
81 19 6.20 6,07 ders der Farbton des 
83 17 6,14 6,04 Bichromat-Phosphats 
4 4 ae ad mit pu 6,17 gerade in 
92 8 581 561 tieferen Schichten sehr 
94 6 5,66 5,46 aihnlich demjenigen des 
rif : ne a Carotins derselben 
99 1 4.49 427 Schichttiefe war. Dar- 
d 60 40 6.64 6,47 aufhin wurden _ fiinf 
63 37 6,61 6,41 weitere Puffergemische 
vo = oe oo mit noch geringeren px- 
74 26 6.38 6,19 Differenzen angefertigt 


(Tabelle Ib). Die Er- 
gebnisse eines kolorimetrischen Vergleichs des Carotins mit diesen 
letztgenannten Bichromat-Phosphatsystemen sind aus Tabelle IT zu 
ersehen. Am meisten entsprach der Carotinlésung eine Bichromat- 
Phosphatlésung, deren pu 6,13 betrug. Die Farben beider Lésungen 
sind bereits bei 15 mm Schichttiefe einander sehr ahnlich und 
werden in tieferen Schichten vd6llig identisch. Bei geringeren 
Schichttiefen ist der optische Unterschied ein viel gréBerer. Hieraus 
kann man folgern, daB es nicht mdglich ist, identische Werte der optischen 
Intensitat fiir dicke und diinne Schichten mit ein und derselben Kalium- 
bichromat-Phosphatlésung zu erhalten. 

Da die Farbintensitaét der Bichromatphosphate bei sinkendem px 
zunimmt, und da, wie aus der Tabelle zu ersehen ist, die Farbintensitat 
der Carotinlésung gerade in dimneren Schichten die Intensitat der 
Bichromate stark iibertrifft, war es naheliegend, die gesamte Schicht- 
tiefe der Carotinlésung in mehrere Zonen cinzuteilen, um fiir eine jede 
gesondert die entsprechenden Bichromat-Phosphatlésungen mit eigenem 
pu zu bestimmen. Fiir die letzte dieser Zonen (Schichten von 19 bis 
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35mm Tiefe) war bereits die Bichromat-Phosphatlésung mit px gleich 
6,13 als die beste ermittelt worden. Fiir die beiden ersten Zonen mit 
den Schichttiefen von 9 bis 19mm und | bis 9mm mubBten die ent- 
sprechenden Bichromat-Phosphatlésungen noch gesucht werden. Dazu 


Tabelle IT. 
Eine Auswahl isooptischer Schichtentiefen von Bichromat- 
Phosphat- und Carotinlésungen bei verschiedenem py. 














02%, | 5.10-5 mol. | 02% | 5.10-S mol. | 0,2% | 5.10-5 mol. 
K-Bichromat- | Carotinlésung | K-Bichromat-| Carotinlisung | K-Bichromat- | Carotinlésung 
Phosphat | in Petrolather Phosphat in Petrolather Phosphat in Petrolather 
\- a 
mit Py 6,16 | mit py 6,09 mit pq 5,94 
1 mm 0,90 mm 10 mm 7,35 mm 1mm 1,00 mm 
5 y 2,40 , 15 , 14,20 , . . 320 , 
10 , 6,55, 200 . 20,25 , a 10,60 , 
15, | 12,75 , 2 , 26,90 , 15 , 17,70 , 
20 ‘“ | 16,50 2 | 32,30 , 20 , 25,65 , 
= » | aoe » 35 , 87,70 , S . 32,85 , 
85 ° | 34,65 . | mit pq 6,07 mit py 4,96 
mit Py 6,13 | 1mm 1,00 mm 1 mm 1,00 mm 
1 mm 0,90 mm 5 y 2,85, 5 4,15, 
o. 245 , 10 8,55 , a 12,20 , 
” ae 6.85 , 15, 15,25 , 15 , 21,00 , 
1b, 13,15 . 20 21,35, a s 29,10 , 
2 18,75 . 25 27,75 , 2 , 36,45 , 
9 
 * payed » | mit pq 6,04 mit pp 4,69 
ile 35.40 - 1mm 1,00 mm 1mm 1,00 mm 
se 5 3,00, 5 y 4,25 , 
mit Py 6,12 10 , 910 , ae 12,35 , 
1 mm 0,90 mm 15 , 15,95 , 15 , 21,40 , 
5 2.60 , . 22.45 , 20 , 99.15 
- » a * 25 , 28,75 , , 37,40 , 
a ” ae » | mit py 6,01 mit py 4,27 
30 ” rege " 1 mm 1,00 mm 1 mm 1,00 mm 
” ig ii waa 3,15, ay 445 , 
35, 36,15, 10” 9.60 » 10° 12.40 ° 
mit py 6,09 we 17,35 , i 21,85 , 
1mm 0,90 mm 20 , 24,55 , 20 29,45 , 
Ss 2,75 , 25 , 31,35, ae 38,10 ,, 








wurde noch eine Anzahl saurer Bichromat-Phosphatlésungen angefertigt 
(Tabelle Ic). Auch die mit diesen sauren Bichromat-Phosphatsystemen 
erzielten Resultate sind in Tabelle II wiedergegeben. Man ersieht aus 
dieser Tabelle, daB einer 9 bis 19 mm tiefen Carotinschicht eine Kalium- 
bichromat-Phosphatlésung mit px 6,04 optisch am nachsten steht, bei 
einer Schichttiefe von 1 bis 9 mm hingegen ist das px der allernachsten 
Vergleichslésung 4,27. Der Vergleich der Farbintensitaten der drei zum 
Standard erwahlten Bichromat-Phosphatlésungen mit der Carotin- 
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lésung wurde dann in Abstanden von 1mm vorgenommen. 
veranschaulicht, in welch hohem Mae sich die Intensitatsverhaltnisse 


Jw 


a 
a 


42% K-bichromar- 
Phosphatlosung 
mit Py =673 
iS 


8 


=604 | 


rut Dy 


Tt Dy =4 2. 


42% k-Bichromatohasphatiosung 
S SF BBS 


RS) 
a 


A. Krogis: 

















SY 
32 
i 
28 
26+ 
24¥r Y 
22+ va 
oe’ 
% Vy BHBBU 2H 
6 ir 
% 47 
2 ~ 
c ff 
0x7 
Ps 12% 6 
rai 
‘/ 
¥ 











24686 0 20 JOmm 


5:10 “Mol Corotinlosung in Petrolitther 


Abb.1. Optisehe Aquivalenz von Carotin- und 
Bichromat-Phosphatlisungen mit pg-Intervallen 
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10 “Wol Aanthophyllisung in Ather 


Abb. 2. Optische Aquivalenz von Carotinoid- und 


Bichromat-Wasserlisungen. 


Die obere Carotin-, 
die untere Xanthophyllkurve. 


Abb. 1 


der Carotin- und Bichro- 
mat - Phosphatlésungen 


bei Anwendung unserer 


drei Vergleichslésungen 
der Linearen nahern. 

Um die Tauglich- 
keit der gefundenen Ver- 
gleichslésungen fiir die 
Auswertung sehr kleiner 
Carotinmengen zu _ prii- 
fen, wurden die drei 
letzten Bichromat-Phos- 
phatlésungen mit Caro- 
tinlisung in Mikroge- 
faBen von 1eem Inhalt 
verglichen. In diinneren 
Schichten waren die 
Carotinwerte um einige 
Zehntel- oder Hundert- 


stelmillimeter ange- 
wachsen, in dickeren 


verminderten sie sich; 
im allgemeinen stimm- 
ten sie aber fast, wie zu 
erwarten, mit den nach 
der Makromethode er- 
zielten Werten iberein. 


Um festzustellen, in- 
wieweit unsere Methode 
praziser als die klassische 
K-Bichromatmethode ist, 
stellte ich auch eine 
0,2°% ige K-Bichromatlé- 
sung in destilliertem Was- 
ser (pH = 7,04) her und 
verglichsie kolorimetrisch 
mit Carotin. Die erhal- 
tenen Werte stimmten 
weder mit denen von 
Willstdtter und Stoll, noch 
mit den von Euler, 
Demole, Karrer und Wal- 
ker erhaltenen iiberein. 
Fiir diinnere Schichten 
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sind unsere Zahlen etwas kleiner, fiir dickere Schichten aber be- 
deutend gréBer. Dieses bestatigt aufs neue die Annahme, da eine 
der Ursachen der abweichenden Resultate bei verschiedenen Autoren 
die Differenz des py des Lésungsmittels (destilliertes Wasser) ist. Ver- 
gleicht man unsere Kurve fiir das Carotin und Bichromat-dest. Wasser 
(Abb. 2) mit der Kurve von Palmer, so sieht man, daB beide Kurven 
ahnlich sind, nur neigt sich unsere Kurve von der Diagonale noch 
mehr nach rechts als die letztgenannte. Von der Kurve unseres Bichromat- 
Phosphatsystems unterscheidet sie sich aber stark. Bei Anwendung der 
Bichromat-Phosphatlésung ist die maximale optische Abweichung des 
Carotins von der Vergleichslésung — 1,5 bis + 1,4. oft sechwankt sie um 0; 
bei Verwendung von Bichromat in destilliertem Wasser jedoch schwankt 
sie von — 0,65 bis + 15,1. 


b) Versuche mit Xanthophyll. 

Ahnlich wie beim Carotin war auch die Xanthophyllésung zwischen 
der vierten (px 6,08) und fiinften (px 6,59) der ersten acht K-Bichromat- 
Phosphatlésungen einzuordnen. Zum weiteren Vergleich der Xantho- 
phyllésung wurden zu- 
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Bichromat-Phosphatlésungen mit pg-Intervallen 


angefertigten Puffer- Sel, 0.30 ood Gi. 


systeme und ihre px- 

Werte vor und nach Zusatz von K-Bichromat sieht man aus der 
Tabelle Id. Alle Bichromat-Phosphatlésungen, sowohl die fiir 
Carotin verwandten, als auch die neu angefertigten alkalischeren, 
wurden kolorimetrisch mit Xanthophyll verglichen. Es wurde fest- 
gestellt, daB der Xanthophyllésung in einer Schichttiefe von 17 bis 
35mm eine K-Bichromatlésung mit px 6,41, in einer Schichttiefe 
von 8 bis 17 mm eine K-Bichromatlésung mit py 6,19 und in einer 
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Schichttiefe von 1 bis 8mm eine K-Bichromatlésung mit px 5,61 am 
besten entspricht. Endlich, wie bei Carotin, wurden die drei letzteren 
Vergleichslésungen mit der Xanthophyllésung nach je 1 mm Schicht- 
tiefe verglichen (Abb. 3). Auch hier liegen die Relationszahlen der 
kolorimetrischen Werte der Vergleichslésung und der Xanthophyll- 
lésung in allen Zonen in nachster Nahe der Geraden. Hervorzuheben ist 
die groBe prinzipielle Ahnlichkeit zwischen den Bichromat-Phosphat- 
kurven des Carotins und Xanthophylls. Aus beiden Kurven ersieht 
man, daB in der Mitte einer jeden Zone die gréBte optische Uberein- 
stimmung der Carotinoid- und der Vergleichslésungen zu beobachten ist. 
Die starksten Abweichungen treten am Anfang und Ende der Zonen auf, 
wobei die diinnen Schichten von 1 bis 8mm eine Ausnahme bilden. 
Die Anwendung der Mikromethode zeigte auch hier gerade fiir die 
diinneren Schichten die allerbesten Resultate. 

Der kolorimetrische Vergleich der Xanthophyllésungen mit einer 
K-Bichromatlésung in destilliertem Wasser (s. Abb. 2) ergab Zahlen, die 
mit den von Willstdtter und Stoll erhaltenen recht genau iibereinstimmten, 
aber bedeutend gréBer als die von Euler, Demole, Karrer und Walker, sowohl 
fiir diinne als auch fiir dicke Lésungsschichten waren. Von der von Palmer 
erhaltenen Kurve unterscheidet sich die unsere nur fiir diinnere Schichten, 
fiir dickere Schichten stimmen beide vollkommen iiberein. Im allgemeinen 
haben jedoch beide Kurven denselben Charakter. Auch hier bestehen, wie 
beim Carotin, groBe Unterschiede zwischen den Kurven fiir das destillierte 
Wasser-Xanthophyll und fiir Phosphat-Xanthophyll. Bei Anwendung von 
Bichromat-Phosphatlésungen ist die maximale optische Abweichung des 
Xanthophylls von der Vergleichslésung — 1,05 bis + 1,1, oft sehwankt sie 
um 0 herum; bei Verwendung von Bichromat in destilliertem Wasser 
schwankt sie hingegen in demselben Bereich von — 0,75 bis + 20,35. 


ce) Anwendungsbereich der Methode. 


Im Jahre 1932 veréffentlichten R. Kuhn und H. Brockmann (6) 
ihre neue Azobenzolmethode, die als eines der genauesten Verfahren zur 
Auswertung der Carotinoide in kleinen Mengen angesehen werden kann. 
Hierbei fallt die Anwendung der empirischen Auswertungstabellen und 
Kurven fort, die bei der bisherigen K-Bichromatmethode unvermeidlich 
war. Aus den durch unsere modifizierte K-Bichromat-Phosphatmethode 
gewonnenen Tabellen und fast linearen Kurven ersieht man, daB auch 
bei richtiger Anwendung unserer Methode ein jeder Millimeter der 
Vergleichslésung direkt mit Carotin- oder Xanthophyllisung identifiziert 
werden kann. Es sind also weder Vergleichstabellen noch empirische 
Kurven, insbesondere bei Messung dickerer Schichten, erforderlich. 
Die Genauigkeit entspricht hierbei, nach unseren Erfahrungen, im all- 
gemeinen der Kuhn-Brockmannschen Azobenzolmethode. Dabei sind 
die Bichromat-Phosphatlésungen sehr haltbar und verdunsten sehr 
schwer. Kuhn und Brockmann empfehlen eine konstante Azobenzol- 
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schichttiefe von 10mm und 
die Verwendung solcher Caro- 
tinoidkonzentration, daB die 
Schichttiefe der zu _ unter- 
suchenden Lésung nicht ge- 
ringer als 4mm und dicker 
als 20mm ist; es lassen sich 
also zu kolorimetrischen Ver- 
gleichszwecken Lésungen der 
Carotinoide von optisch zwei- 
mal schwacherer und zweimal 
starkerer Konzentration als 
die der Vergleichslésung ver- 
wenden. Wir glauben, daB 
unsere Methode sowohl die 
Bestimmung wesentlich ver- 
diinnterer als auch konzen- 
trierterer Lésungen gestattet. 


Da wir Standardlésungen 
mit verschiedenem py fiir ein- 
zelne Zonen verwandt haben, 
ist es empfehlenswert, bei prak- 
tischer Anwendung der Methode, 
einen konstanten mittleren Stand 
der Vergleichslésungen einzu- 
halten, d. h. bei 5, 15 oder 
25 mm, und die zu bestimmen- 
den Carotinoidlésungen in sol- 
chen Konzentrationen zu neh- 
men, da sie optisch einer Ver- 
gleichslésung von 2 bis 10 mm, 
8 bis 30 mm oder 12 bis 35 mm 
entsprechen, und Schichten, die 
diinner als 2mm sind, iiber- 
haupt zu vermeiden. 


Wie zu erwarten, ist bei 
paralleler Verdiinnung der iso- 
optischen Bichromat-Phosphat- 
und Carotinoidlésungen eine 
zunehmende Divergenz der opti- 
schen Eigenschaften zu_ be- 
obachten. Die Bichromat-Phos- 
phatsysteme werden bei Verdiin- 
nung viel schneller optisch 
geschwicht als die Carotinoide, 
eine Eigenschaft, die in noch 
starkerem Mabe bei Bichromat- 
lésungen in destilliertem Wasser 


Tabelle III. Eine Auswahl isoop- 
tischer Schichttiefen von Bi- 
chromat-Phosphat- und 2- bis 
4mal konz. Carotinlésungen. 





Carotinlésung in Petrolither 





- 1,2 %o aa 
ag ral Mittelwert Mittel wert 
v abgelesen berechnet 


mit Py 6,04 | 5.10—5 mol. Carotinlésung 


1 mm 1,00 mm 
So 8,00 , 
10. 9,10 , 
15 , 15,95 , 
oe 22.45 , 
25 , 28,75 , 
2 x konzentriert 
1 mm 0.75 mm 0,50 mm 
Di. Liv 1,50 
10 , 4,50 , 455 , 
15 , 7,90 8,00 
20 . 11,40 11,20 , 
25 , 14,55 , 14,40 , 
4 x konzentriert 
1 mm 0,80 mm 0,40 mm 
oe B16 0,75 . 
10 , 2,50 . 2,30 , 
16, 410 , 4,00 , 
20 , 6,00 , 5,60, 
a 7,45 , 120 . 
mit px 6,138, 5.10—-5 mol. Carotinlésung 
1 mm 0,90 mm 
5 2,45 . 
10 , 6,85 , 
i . 13,15 , 
ae i 18,75 , 
ao . 24,65 , 
30 , + 80,30 , 
35 , 35,40 , 
2 x konzentriert 
Imm | 0,70 mm 0,45 mm 
i. 1,60 , 1,20 , 
10... 3,50, 3,40 , 
15 , 6.65 , 6,60 , 
20 , 9,50 , 940 , 
25 , 12.45 . 12.50 . 
a 15,30 , 15,15 , 
85 , 18,00 , 47,70 » 
4 x konzentriert 
1 mm 0,75 mm 0,35 mm 
ee £10 . 0,60 , 
10 . 1,75 , 1,70 . 
io. 3.35 . 8,30 , 
20 , 4,75 . 4,70 , 
25 , 6,30 . 615 , 
30 , 7,80 . 7.60 , 
85 , 9,20 , 8,85 . 
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zu beobachten ist. Aus diesem Grunde ist es vorteilhaft, bei Bestim- 
mung von Carotinoidlésungen besonders schwacher Konzentrationen 
die Connorsche Methode anzuwenden, wobei vier- bis zehnmal schwiachere 
Bichromatvergleichslésungen, aber als Bichromat-Phosphatsysteme, zu 
benutzen sind. Dabei muB fiir jede neugewahlte schwachere Bichromat- 
Phosphatlésung empirisch die entsprechende absolute Carotinoidmenge 
festgestellt werden. Oder umgekehrt, es mu®8 nach unserem Verfahren 
fiir eine jede der von Connor verwandten schwacheren Carotinoidkonzentra- 
tion eine isooptische (oder mehrere, falls mehrere Zonen vorhanden sind) 
Bichromat-Phosphatlésung mit typischem py gefunden werden. Nimmt man 
an Stelle von Connorschen Bichromat-Wasserlosungen Bichromat-Phosphat- 
systeme, so kann man hoffen, auch bei Connorscher Methode an Stelle von 
Interpolation den direkten kolorimetrischen Vergleich der Schichttiefen 
einfiihren zu kénnen. 


Zusammenfassung. 
Es wird eine kolorimetrische Methode zur Bestimmung von Caro- 
tinoiden beschrieben, wobei K-Bichromatlésungen in Phosphatpuffer 
als Farbstandard verwendet werden. 


Literatur, 


1) H. van den Bergh, P. Miller u. J. Brockmeyer, diese Zeitschr. 108, 
279, 1920. — 2) Ch. L. Connor, J. of biol. Chem. 77, Nr. 2, 1928. — 3) H. v. 
Euler, V. Demole, P. Karrer u. O. Walker, Helv. Acta Chim. 13, 1930. — 


4) £.Goerrig, Beih. Bot. Zentralbl. 35, 1917. — 5) H. Jorgensen, diese 
Zeitschr. 186, 485, 1927. —- 6) R. Kuhn u. H. Brockmann, Zeitschr. f. phys. 
Chem. 206, 1932. — 7) L.S. Palmer, Carotinoids and related pigments. 
New York, 1922. — 8) Z£. Willstdtter u. A. Stoll, Untersuchungen iiber 
Chlorophyll. Berlin, 1913. — 9) Dieselben, Untersuchungen iiber die Assi- 
milation der Kohlenséure. Berlin, 1918. — 10) L. Zechmeister, Carotinoide. 


Berlin, 1934. 
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Uber Kallikrein aus Blut. 
Von 
E. Werle. 
(Aus der chirurgischen Klinik der Medizinischen Akademie Diisseldorf.) 


(Eingegangen am 24. Juli 1936.) 


In einer friiheren Untersuchung! wurden Methoden angegeben, 
die es gestatten, das im Blute inaktiv vorhandene Kallikrein von seinem 
Inaktivator abzutrennen und damit in pharmakologisch wirksame 
Form iiberzufiihren. Lést man z. B. das durch die sechsfache Menge 
Aceton oder Alkohol gefallte EiweiB des menschlichen Serums in Wasser, 
oder gibt man zu Serum 30°% Aceton, so werden diese Lésungen, die 
kurz nach ihrer Bereitung unwirksam waren, nach einigem Stehen 
(z. B. nach 3 Stunden) stark kreislaufaktiv. Die wirksame Substanz, 
die in den Lésungen erscheint, ist nach ihren Eigenschaften mit Kallikrein 
identisch. 

Die erste Orientierung iiber das Wesen der Freilegungsreaktion 
ergab, daB sie als eine enzymatische angesehen werden muB. Bei der 
Auslésung der Reaktion kann es sich ,,nicht um eine Aktivierung des 
freilegenden Ferments im Sinne der Erweiterung seines Spezifitats- 
bereichs handeln, auch nicht darum, daB eine Umwandlung aus einer 
Vorstufe in das wirksame Ferment einsetzt. In beiden Fallen miBte 
beim Zusatz von wirksamem Ferment, namlich von aufgeléstem Serum- 
trockenpulver zu frischem Serum sowohl das im Trockenpulver ent- 
haltene, wie das im frischen Serum befindliche inaktive Kallikrein 
freigelegt werden. Das ist nicht der Fall. Vielmehr hemmt das frische 
Serum fast vollstandig die Freilegung aus dem Trockenpulver . . . “ 
,.Es ist danach wahrscheinlich, daB das freilegende Enzym im Serum 
von einem im Uberschu8 vorhandenen Hemmungskérper begleitet ist, 
dessen Einflu8 durch die Behandlung mit Aceton oder Alkohol aus- 
geschaltet wird!“. 

Bei der Frage nach der Gruppenzugehérigkeit des freilegenden 
Ferments sind folgende Tatsachen von wesentlicher Bedeutung: 1. Bei 
der Freilegung wird der Inaktivator, sowohl der an das Kallikrein 
gebundene, wie der im Serum stets iiberschiissig vorhandene, zerstért. 
Da der Inaktivator durch Papain verdaut werden kann, handelt es sich 
dabei wahrscheinlich um einen proteolytischen Vorgang. 


! H. Kraut, E. K. Frey u. E. Werle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 73, 
1933. 
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2. Der fermentative ProzeB findet in unveraéndertem Serum nicht 
statt. Erst nach Behandlung mit Aceton bzw. Alkohol kommt die 
teaktion in Gang. 

Die Tatsache, daB dem Serum gewisse proteolytische Eigenschaften 
zukommen, die erst nach Veranderung der normalen Serumbeschaffenheit 
in Erscheinung treten, ist schon lange bekannt (s. dariiber ausfiihrliche 
Literatur bei'). So fand Yamakawa? die proteolytische Wirkung des 
Serums nach Zusatz von Aceton, Schierge® nach Fallung mit Alkohol 
vergr6Bert. Aceton und Alkohol sind aber die Mittel der Serum- 
veranderung, welche zur Kallikreinfreilegung fihren. 

Die Proteasen des Serums sind in neuerer Zeit mit verfeinerter 
Methodik von Kleinmann und Scharr! untersucht worden. Sie fanden 
im Serum aktives Kathepsin und inaktives Trypsin, das vermutlich 
durch SerumeiweiB gebunden ist. Seine Wirkung tritt erst in Er- 
scheinung, wenn es aus Serum durch Caseinfallung adsorbiert wird. 
Die Fraktionierung des SerumeiweiBes mit Ammonsulfat ergab, daB die 
proteolytischen Fermente an die Globulinfraktion gebunden sind, und 
daB die Hemmungskérper fiir die tryptische Spaltung sich in der 
Albuminfraktion befinden (', 4). 

Die formale Ahnlichkeit im Verhalten des Kallikrein freilegenden 
Enzyms mit dem von Yamakawa und Schierge beobachteten, das mit 
dem von Kleinmann isolierten Trypsin jedoch nicht identisch sein soll, 
gab Veranlassung, zu untersuchen, ob das durch Caseinadsorption aus 
Serum isolierbare Ferment die Fahigkeit besitzt, Kallikrein aus Serum 
freizulegen. Ferner sollte untersucht werden, ob es gelingt, durch 
Fraktionierung der SerumeiweiBkérper mit Hilfe von Ammonsulfat 
die Teilnehmer der Freilegungsreaktion, nimlich die Kallikrein-Inakti- 
vatorverbindung, das Ferment und den Hemmungskérper zu trennen. 
Die dabei gemachten Beobachtungen werden im folgenden mitgeteilt : 


I. Caseinadsorption. 

Die Caseinadsorption wurde genau so ausgefiihrt, wie sie von Klein- 
mann und Scharr® beschrieben wurde: Zu 10 ccm Serum werden 60 ccm 
einer 2,5°/j,igen Caseinlésung gegeben. Aus der klaren Lésung wird 
das Casein durch m/1 Acetatpuffer (px = 4,7) wieder gefallt, auf der 
Zentrifuge isoliert und mehrere Male mit verdiinntem Puffer ausge- 
waschen. Der Niederschlag wird in Wasser unter Zusatz von n Natron- 


! H. Kleinmann u. G. Scharr, diese Zeitschr. 252, 145, 1932. 
* Yamakawa u. Okubo, Tohoku J. of exper. Med. 1, Nr. 1, 1920; Nr. 2, 
1920. — % M. Schierge, Zeitschr. f. exper. Med. 32, 142, 1923; 34, 442, 
1923. — ‘4 L. Utkin-Ljubowzow, ebenda 220, 188, 1930. — ° H. Klein- 
mann u. G. Scharr, diese Zeitschr. 251, 276, 1932 und zwar S. 280. 
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lauge gelést. Nach 24- bis 48stiindigem Stehen verursachen nun diese 
Lésungen bei intravenéser Injektion am Hund iiberraschenderweise eine 
betrachtliche Kreislaufwirkung, fiir die weder das Casein noch der Acetat- 
puffer verantwortlich zu machen ist. Die naihere Untersuchung der 
kreislaufwirksamen Substanz ergab: Sie wirkt auch am atropinisierten 
Versuchstier blutdrucksenkend, sie ist hochmolekular und passiert nicht 
Cellophanmembran, auch nicht bei 48stiindiger Dialyse. Sie verliert 
durch kurzes Aufkochen bei neutraler Reaktion ihre Wirkung voll- 
standig. Sie wird ferner durch Serum und durch den Inaktivator der 
Ohrspeicheldriisen von Rindern inaktiviert und ist somit mit Kallikrein 
identisch oder nahe verwandt. Eine Verwechslung mit den bisher auBer 
Kallikrein bekanntgewordenen Kreislaufsubstanzen, besonders der zu 
den Blutgiften gehérenden Adenylsiure!, ist nach dieser Charakte- 
risierung ausgeschlossen. Die Kallikreinmengen, die aus den einzelnen 
Seren erhalten werden, entsprechen denjenigen, welche das Alkohol- 
Ather-Verfahren lieferte. Am meisten erhalt man aus Schweineserum, 
dann folgen Menschen-, Rinder-, Pferde- und Hundeserum. Eine zweite 
Caseinfaillung in der Restlésung liefert meist noch eine gewisse Menge 
Kallikrein. Die Ausbeuten erreichen oder iibersteigen jedoch nur in 
seltenen Fallen die bei dem Alkohol-Ather-Verfahren?  erzielten. 
So wurden z. B. aus 1 cem Schweineserum 15 KE. erhalten, wobei 1 KE. 
an 2,7 mg organische Substanz gebunden war. Das Alkohol-Ather- 
Verfahren lieferte in diesem Falle pro 1 cem 14 KE. vom Reinheitsgrad 
6.1 mg. Die Kallikreinpraiparate des Caseinverfahrens sind also reiner 
als die des Alkohol-Ather-Verfahrens. Aus den mit Casein behandelten 
Seren kann durch das Alkohol- oder Aceton-Ather-Verfahren nur noch 
eine geringe Menge der kreislaufaktiven Substanz gewonnen werden, 
beispielsweise 10 °% der aus den unbehandelten Seren durch dasselbe 
Verfahren zu erhaltenden. Diese Tatsache spricht ebenfalls dafiir, daB 
die nach der Caseinadsorption freiwerdende Kreislaufsubstanz mit 
derjenigen, die mit Hilfe des Acetonverfahrens gewonnen wird, iden- 
tisch ist. 


Fir die Kallikreingewinnung ist die 2,5°/,,ige Caseinlésung nicht 
optimal. Ofter ergab die doppelte Caseinmenge (5°/,,ige Caseinlésung) 
eine deutlich gréBere Ausbeute, die sich jedoch bei der vierfachen Menge 
nicht wesentlich vermehrte. Fiir die Ausbeutesteigerung werden jedoch 
manchmal geringere Reinheitsgrade in Kauf genommen. Bei Ver- 
wendung der Halfte oder eines Viertels der Caseinmenge werden nur 


sehr geringe Ausbeuten erzielt, z. B. 20 bzw. 2%. Nach Kleinmann * 


' K. Zip}, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 160, 579, 1931. — ? H. Klein- 
mann u. G. Scharr, diese Zeitschr. 252, 145, 1932. 
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belidt sich das zur Adsorption verwendete Casein bei mehrmaligem 
Zusetzen zu frischem Serum immer starker mit Proteinase. Es wurde 
versucht, die Kallikreinausbeute pro Gewichtseinheit des verwendeten 
Caseins dadurch zu steigern, daB dieselbe Caseinmenge viermal zu: 
Adsorption frischem Serum zugesetzt wurde. Die Kallikreinausbeute 
war dann aber beim Menschenserum gegeniiber der einmaligen Ad- 
sorption nicht erhéht, bei Schweineserum war sie sogar wesentlich 
vermindert. 

Bei der Caseinadsorption geschieht offenbar folgendes: Das Casein 
reibt die Kallikrein-Inaktivatorverbindung sowie das freilegende Enzym 
aus dem Serum nieder, so daB nach der Auflésung des Caseinadsorbats 
die Freilegungsreaktion ohne weiteres stattfindet. Bei mehrmaliger Ad- 
sorption, vielleicht auch bei Anwendung zu groBer Caseinmengen, beladt 
sich das Casein anscheinend auch mit dem Hemmungskérper. Die Kine- 
tik der Kallikreinfreilegung nach der Auflésung der Caseinfallung wurde 
noch nicht genauer untersucht; es steht jedoch folgendes fest : Die Kalli- 
kreinfreilegung in der Auflésung des Caseinadsorbats ist keine augen- 
blickliche, sie erfolgt in einer Zeitreaktion. So waren bei einem Praparat 
aus Schweineserum nach 14 Stunden in leem 6 KE., nach 30 Stunden 
8,7 KE. enthalten. Doch kann die Freilegung mitunter so rasch erfolgen, 
daB es méglich erscheint, daB ein gewisser Teil des Kallikreins schon durch 
die bei der Adsorption wirksamen Krafte freigelegt wird. Dafiir spricht 
auch, daB die Suspension des Caseinadsorbats schon eine gewisse Kreis- 
laufaktivitaét besitzt. Ferner waren bei einem Caseinpraparat aus 
Menschenserum schon 5 bis 10 Minuten nach der Auflésung 50 % der- 
jenigen Wirkung vorhanden, die nach drei- bis vierstiindigem Stehen 
des Praparats gemessen wurde. Selbst beider Fertigstellung der Praparate 
bei 0° ist nach 10 Minuten schon ein erheblicher Teil der aktiven Substanz 
vorhanden. So wurde ein Praparat bei 0° und gleichzeitig eines bei 25° 
scrasch als méglich hergestellt. Die Lésung des bei 0° bereiteten Praparats 
besaB 10 Minuten nach Beginn der Auflésung etwa 70° der Aktivitat 
des gleichzeitig bei Zimmertemperatur gewonnenen P:aparates. 

Der Seruminaktivator wird durch die saure Reaktion (pu = 4,7) 
zerstért!. Der bei px 5 optimal wirksame Inaktivator des Pferdeserums* 
ist in der Auflésung des Caseinniederschlags nicht nachweisbar, er 
befindet sich zum groBen Teil in der Restlésung. Die Verwendung 
von Tonerde oder Kaolin als Adsorbens fiihrt nicht zur Kallikrein- 
freilegung, die Caseinadsorption scheint also spezifisch zu sein. 

Die proteolytische Fiahigkeit der Caseinadsorbate wurde noch 
nicht untersucht. 


1 E. Werle, diese Zeitschr. 273, 291, 1934. 
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II. Fraktionierung des SerumeiweiBes durch Ammonsulfat. 

Bei der Fraktionierung des SerumeiweiBes durch Ammonsulfat 
wurde nach der Methode von Hedin verfahren, wie sie bei Kleinmann 
und Scharr! beschrieben ist: Zu Serum wird festes, reines Ammon- 
sulfat zugegeben (2,0 g zu 10ccm Serum; = !/3-Sattigung), der Nieder- 
schlag wird auf der Zentrifuge abgetrennt und wieder in derseiben 
Menge Wasser gelést. Fallung und Auflésung werden dann noch 
zwei- oder dreimal wiederholt. Die endgiiltige Auflésung der nieder- 
geschlagenen Globuline in méglichst wenig destilliertem Wasser wird 
24 Stunden bei gewéhnlicher Temperatur stehengelassen, dann durch 
24stiindige Dialyse von Ammonsulfat und dialysablen niedermole- 
kularen Stoffen befreit. Injiziert man nun diese neutrale Lésung beim 
narkotisierten Hund intravenés, so beobachtet man eine starke Blut- 
drucksenkung. Fiir die Blutdrucksenkung ist ein Stoff verantwortlich, 
der sich chemisch und pharmakologisch genau so verhalt, wie der durch 
die Caseinfillung erhaltene. Somit ist er identisch mit Kallikrein bzw. 
von diesem zunacht nicht unterscheidbar. Die auf diese Weise zu 
erzielenden Ausbeuten, bezogen auf die Kallikreinmenge, die im ge- 
samten Serum vorhanden ist, und welche durch das Aceton-Ather-Ver- 
fahren ermittelt wird?, betragen 10 bis 20%. So werden erhalten aus 
je leem Serum von Menschen, Schweinen, Pferden, Rindern, Hunden 
0,3, bzw. 1,5, 0,25, 0,15, 0,2 KE. 

Wird die Fallung mit Ammonsulfat jedoch nur einmal ausgefiihrt, 
so bleibt die Lésung der Globuline wirkungslos. Ebenso liefert eine 
ein- oder auch mehrmalige Halbsaéttigung mit Ammonsulfat, weder in 
der Restlésung noch in der Auflésung des Niederschlags, freies Kallikrein. 
DaB in diesen Lésungen inaktives Kallikrein enthalten ist, ergibt sich 
nach ihrer Behandlung mit Alkohol-Ather, wodurch betrachtliche 
Kallikreinmengen in Freiheit gesetzt werden. Diese Erscheinungen 
kénnen folgendermaBen erklirt werden: Bei der wiederholten Aus- 
fillung der durch */,-Sattigung isolierten Globuline wird das frei- 
legende Ferment, sowie die Kallikrein-Inaktivatorverbindung isoliert, 
wonach alsbald die Kallikreinfreisetzung vor sich geht. Bei der 
ersten 1/,-Sattigung, sowie bei den Halbsaéttigungen mit Ammon- 
sulfat, fallt mit dem spaltenden Ferment und seinem Substrat so viel 
Hemmungskérper aus, daB die Kallikreinabspaltung verhindert wird. 
Wird der durch zweimalige Fallung mit Ammonsulfat erzeugte Nieder- 
schlag z. B. aus Menschenserum anstatt mit destilliertem Wasser in 
Phosphatpuffer von px 5 gelést und das Ammonsulfat herausdialysiert, 
so wird fast kein Kallikrein frei. Die Ausbeute gegeniiber derjenigen, 


1 H. Kleinmann u. G. Scharr, diese Zeitschr. 252, 145, 1932. — 
* H. Kraut, E. K. Freyu. E. Werle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 73, 1933. 
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die durch Auflésen in Wasser und nachfolgende Dialyse erhalten wird, 
also bei etwa px 7,3, ist jedenfalls gering. Wie Menschenserum, so ver- 
halt sich auch Pferde-, Schweine-, Rinder- und Hundeserum. Wird die 
saure Loésung nunmehr schwach alkalisiert, so wird das Kallikrein 
freigelegt. Bei starkerem Alkalisieren (py 10) findet keine Freilegung 
mehr statt. Die Reaktion verlauft also mit optimaler Geschwindigkeit 
in neutralem oder schwach alkalischem Medium. Sie ist ferner in ihre: 
Geschwindigkeit stark temperaturabhangig. Die Lésungen der 
Niederschlage nach dreimaliger !/,-Sattigung enthalten 6fter gréBere 
Mengen freies Kallikrein, auch wenn die Fallungen in saurem Phos- 
phatpuffer aufgenommen wurden. Offenbar erfolgt manchmal eine 
erhebliche Freilegung in der kurzen Zeit, wahrend welcher der Nieder- 
schlag vor der dritten Fallung in Wasser, also bei optimaler H’-Kon- 
zentration, gelést ist. Die Kallikreinausbeuten, welche nach dem 
Alkalisieren der sauren Lésungen erhalten werden, iibersteigen meist 
diejenigen, welche bei sofortigem Lésen bei schwach alkalischer Re- 
aktion erzielt werden. Diese Tatsache laBt sich vielleicht dadurch er- 
klaren, da8 der Hemmungskérper nicht véllig abgetrennt wird, und 
daB er bei der sauren Reaktion zugrunde geht. Unterwirft man die 
Restlésung der ersten und der zweiten Ammonsulfatfallung der Aceton- 
Ather-Trocknung, so kénnen noch weitere Kallikreinmengen erhalten 
werden. Es ist also bei der ersten 1/,-Sattigung die Fallung der 
inaktiven Verbindung nicht quantitativ. 

Da ein Teil des Hemmungskérpers bei der ersten Wiederholung 
der Globulinfallung abgetrennt wird, muB er in der Restlésung dieser 
Fallung (im folgenden als ,,Zwischenrestlésung“ bezeichnet) vorhanden 
sein. Die Zwischenrestlésung wurde durch Dialyse von Ammon- 
sulfat befreit, zur Trockne eingeengt (im Vakuum) und der Riickstand 
in Wasser aufgenommen. Die so erhaltenen Lésungen vermégen nun 
tatsachlich die Freilegung des Kallikreins zu verhindern, beim Alkoho!- 
Ather-, beim Ammonsulfat- und Caseinverfahren, wenn sie zu den Auf- 
lésungen der Niederschlige zugesetzt werden. Es wurde nun weiter 
beobachtet, daB die dialysierte und eingeengte Zwischenrestlésung 
imstande ist, bereits aktiv gewordenes Kallikrein aus Serum wieder 
zu inaktivieren. Da die Fraktion des Hemmungskérpers aus dem 
Serum stammt, so sollte auch diesem diese inaktivierende Fahigkeit 
zukommen. Dies ist nun tatsachlich der Fall. Bei dem hier 
wirksamen Agens handelt es sich aber nicht um den aus den 
Untersuchungen von Kraut, Frey und Mitarbeitern! ? bisher bekannt- 
gewordenen Inaktivator des Serums (im folgenden als Inaktivator | 


1 E. Werle, diese Zeitschr. 273, 291, 1934. — 2? H. Kraut, E. K. Frey 
u. HE. Bauer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 175, 97, 1928. 
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bezeichnet), denn der neugefundene Inaktivator vermag Kallikrein 
aus Harn oder aus Pankreas nicht zu inaktivieren. (Er wird im folgenden 
als Inaktivator II bezeichnet.) Er unterscheidet sich vom Inaktivator I 
weiter dadurch, daB er weniger temperatur- und siureempfindlich ist 
als dieser. Wahrend z. B. der Inaktivator I des Menschenserums beim 
Erwarmen auf 56° waihrend 1 Stunde vollkommen verschwindet, hat 
der Inaktivator II, welcher nur das Serumkallikrein inaktiviert, nur 
um 50 % abgenommen oder aber iiberhaupt nicht. Auch findet man beim 
Inaktivator II im Gegensatz zum InaktivatorI, welcher ein ausgepragtes 
Optimum der Inaktivierungsfaihigkeit aufweist!, nur eine geringe pa- 
Abhangigkeit der Inaktivierungsfahigkeit, die von pu 4,5 bis 10,2 nur 
wenig zunimmt. Diese Inaktivierungsreaktion ist ebenfalls eine Zeit- 
reaktion, die mit meBbarer Geschwindigkeit verlauft. 

Es war nun von Wichtigkeit zu wissen, ob das z. B. aus Menschen- 
serum entstehende Kallikrein nur von Inaktivator II oder auch von 
Inaktivator I gebunden zu werden vermag. Diese Frage lieB sich auf 
Grund der groBen Temperaturempfindlichkeit des Inaktivators I 
entscheiden: Es wurde die Inaktivierungsfaihigkeit einer bestimmten 
Serummenge fiir Kallikrein aus Serum und fir Kallikrein aus Harn 
gemessen, und zwar die des normalen und die des 1 Stunde auf 56° 
erhitzten Serums. Dabei zeigte es sich, daB die Inaktivierungsfihigkeit 
fiir Kallikrein aus Harn verlorengeht, diejenige fiir Kallikrein aus Serum 
jedoch fast véllig erhalten bleibt. Es wird also, obwohl im Serum beide 
Inaktivatoren vorhanden sind, das Harnkallikrein ausschlieBlich vom 
Inaktivator I, das Serumkallikrein jedoch vom Inaktivator IT inaktiviert. 

Das inaktivierte Harnkallikrein ist reaktivierbar durch Saure und 
zum Teil auch durch das Aceton-Ather-Verfahren. Eine Reaktivierung 
von Kallikrein aus Serum, welches durch frisches Serum inaktiviert 
wurde, ist bisher weder mit Saure noch durch das Aceton-Ather-Ver- 
fahren gegliickt. Damit ist es so gut wie sicher, daB der hypothetische 
Hemmungskoérper der Freilegungsreaktion nicht identisch ist mit dem 
Inaktivator II. Wiirde namlich die Freilegungsreaktion schon in 
normalem Serum verlaufen, so miiBte das in ihm vorhandene Kallikrein 
nach eipigem Stehen an den Inaktivator II gebunden bzw., falls dieser 
ein zerst6rendes Ferment darstellt, zerstért sein. Da es aber, wie oben 
erwahnt, nicht gelingt, das Serumkallikrein, welches an den Inaktivator IT 
gebunden ist, durch das Alkohol-Ather-Verfahren wieder freizulegen, 
es andererseits auch noch nach Tagen méglich ist, aus normalem Serum 
Kallikrein zu erhalten, so mu8 die Reaktion gehemmt sein, méglicher- 
weise nur unspezifisch in der Weise, daB SerumeiweiB (namlich Albumin) 
das freilegende Ferment adsorbiert halt, wie etwa das Trypsin des Serums. 


1 E. Werle, diese Zeitschr. 278, 291, 1934. 
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Die Tatsache, daB nach Alkohol-Ather-Trocknung das aktivierte Fermen! 
nicht imstande ist, aus frischem Serum Kallikrein frei zu machen, finde: 
also zwanglos ihre Erklarung dadurch, daB mit frischem Serum wiede: 
Hemmungskérper zugesetzt wird, naémlich Albumin. Es gelingt tat 
saichlich, die Freilegung durch technisches Albumin zu hemmen. 
AuBer im Serum wurde ein Inaktivator fiir Serumkallikrein iy 


allen bisher untersuchten Organen und Geweben gefunden, namlich 
in Herz-, Milz-, Hirn-, Niere-, Leber-, Muskel-, Lymphdriisen-, Diinn- 
darmschleimhaut- und Aortenextrakten. Der Inaktivator der Organ- 
extrakte vermag, wie der Inaktivator II des Serums, Harnkallikrein 
nicht zu inaktivieren. Beide Inaktivatoren sind mit groBer Wahrschein 
lichkeit identisch, obschon der Inaktivator der Organextrakte gegen 
Trocknung mit Aceton-Ather weniger empfindlich ist als der des Serums. 
Die beobachteten Unterschiede kénnten von den verschiedenen Begleit 
stoffen bewirkt sein. Der friiher beschriebene Driiseninaktivator von 
Rindern? ist verschieden von Seruminaktivator I und II und von dem 
Inaktivator der Organextrakte. Da die Ohrspeicheldriisen von Rindern 
sowohl Harn- und Pankreas- als auch Serumkallikrein zu inaktivieren 
vermégen, scheinen sie allerdings neben dem Driiseninaktivator noch 
den der erwihnten Organextrakte zu enthalten. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchung legen es nahe, zu vermuten, 
daB die Kallikreine aus Harn und Pankreas in ihrer Konstitution ver- 
schieden sind von denen aus Blut. DaB das Kallikrein des Hundeharns 
verschieden sein muB von dem des menschlichen Harns?, wurde schon 
friiher geschlossen® gelegentlich der Beobachtung, daB das Kallikrein 
des Hundes zwar von Inaktivator aus Serum, nicht aber von Inaktivator 
aus Lymphdriisen inaktiviert werden kann. In noch unveréffentlichten 
Versuchen ergab sich dieses auch fiir das Kallikrein der Speicheldriisen* 
des Hundes und der Katze. AuBer im Inaktivierungsverhalten hat sich 
nun ein weiterer Unterschied der Kallikreine aus Blut und Harn er- 
geben. Versuche, die zur Aufklarung des Wesens der Freilegungsreaktion 
unternommen wurden, zeigten, daB Zusatz von Glutathion und Cystein 
z. B. in 0,005 bzw. 0,009 molarer Lésung die Freilegung des Kallikreins 
aus Serum fast véllig zu verhindern vermochte. ‘ 

S-S-Glutathion und Cystin hatten auf die Freilegung keinen 
EinfluB. Die nahere Untersuchung ergab aber, daB das Serumkallikrein 
auBerst empfindlich ist gegen Cystein und Glutathion, und daB es von 
diesen Stoffen unwirksam gemacht wird. Es wurde also in den obigen 
Versuchen wohl nicht die Freilegung gehemmt, sondern das Kallikrein 


| H. Kraut, E.K. Frey u. E. Werle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 192, 
1, 1930. — ? H. Kraut, E. K. Frey, E. Werle u. F. Schultz, ebenda 230, 
259, 1934. — ° E. Werle, diese Zeitschr. 269, 415, 1934. 1 E. Werle u. 
P. von Roden, ebenda 286, 213, 1936. 
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sofort nach seiner Freilegung durch Cystein bzw. Glutathion seiner 
pharmakologischen Wirkung beraubt. Offenbar handelt es sich hier 
um eine Reduktion. Zum Unterschied von dem Kallikrein aus Serum 
ist das des Harns gegen Glutathion und Cystein bestandig. Von starkeren 
Oxydationsmitteln, wie Jod, Permanganat und Wasserstoffsuperoxyd 
werden alle Kallikreine inaktiviert. DaB Kallikrein aus Harn durch 
Jod und Wasserstoffsuperoxyd zerstért wird, wurde auch von Liliot 
und Nuzum gefunden'. Ein weiteres gemeinsames Kennzeichen der 
Kallikreine ist ihre Zerstérbarkeit durch ultraviolettes Licht (in Gegen- 
wart oder auch Abwesenheit von Sauerstoff). Dabei kénnen verun- 
reinigende Farbstoffe des Harns oder des Blutes die Einwirkung des 
ultravioletten Lichts mehr oder weniger vollstindig verhindern. 
Es sei erwaihnt, daB Kallikrein auch in der Bindung an den Inakti- 
vator aus Lymphdriisen durch ultraviolettes Licht zerstért wird. 

Da es also méglich ist, die verschiedenen Kallikreine einwandfrei 
voneinander zu unterscheiden, erhebt sich die Frage, ob es erlaubt ist, 
diese Stoffe unter dem gleichen Namen zusammenzufassen. Es ist 
deshalb notwendig, diejenigen gemeinsamen Eigenschaften zusammen- 
zustellen, die sie von den iibrigen blutdrucksenkenden kérpereignen 
Stoffen pharmakologisch und chemisch scheiden. Als wichtigstes 
Unterscheidungsmerkmal von allen bisher bekanntgewordenen blut- 
drucksenkenden Stoffen hat das Verhalten der Kallikreine bei der Dialyse 
zu gelten. Die Kallikreine werden bei der Dialyse durch Cellophane oder 
Pergamentmembran zuriickgehalten. — Es wurden zwar bei Kallikreinen 
aus Blut oder Pankreas Aktivitétsabnahmen wahrend der Dialyse 
beobachtet. Diese waren aber nicht auf die Abwanderung nieder- 
molekularer aktiver Stoffe zuriickzufiihren, sondern auf die Unbestandig- 
keit der Praparate in den ungereinigten Lésungen, denn nicht dialysierte 
Proben derselben Kallikreinlésung wiesen nach der gleichen Zeit den- 
selben Wirksamkeitsverlust auf. Die Kallikreine sind also hoch- 
molekular, alle wbrigen blutdrucksenkenden Substanzen  nieder- 
molekular. 

Das Verhalten der Kallikreine bei der Dialyse unterscheidet sie auch 
von der blut- und augendrucksenkenden Substanz, die von Passow? in 
PreBbsaften aus Netzhaut und Gehirn verschiedener Tiere beobachtet 
wurde. Diese Substanz soll ein héhermolekularer Eiweifikorper sein, der 
durch Pepsin-Salzsiure, aber auch durch Salzsiure allein unwirksam wird. 
Die Substanz wird beim Kochen zerstért. Zum Unterschied aber vom 
Kallikrein verliert sie ihre Wirkung bei der Dialyse vollkommen. Pharma- 
kologisch ist sie vom Kallikrein dadurch zu unterscheiden, dab ihre Wirkung 
nach Atropinisieren des Versuchstieres stark vermindert wird bzw. verloren 
geht. 


1 4.H. Elliot u. Bischoff, J. of Biol. Chem. 100, 17, 1933. 
2 4A. Passow, Arch. f. Augenheilkde. 104, 490, 1931. 
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Die Kallikreine unterscheiden sich ferner von allen anderen blut- 
drucksenkenden Stoffen dadurch, daB sie beim kurzen Kochen bei 
neutraler Reaktion ihre Wirkung vollkommen verlieren. Adenylsaure, 
Histamin, Cholin, Acetylcholin, Langesche Substanz, Major-Stoff, 
Substanz ,,P“, ,,R usw. werden unter diesen Bedingungen nicht 
zerstort?. 

Wollte man nach dem bisher Mitgeteilten an der Vorstellung fest- 
halten, daB das Kallikrein, welches aus Blut erhalten wird, aus dem 
Pankreas stammt? und im Blute an den Inaktivator I gebunden 
kreist, so miiBte man die Annahme machen, da8 das Serumkallikrein 
beim AblésungsprozeB in der Niere in Pankreaskallikrein zuriick- 
verwandelt wird, daB aber die durch chemische Eingriffe bzw. physio- 
logischerweise in der Blutbahn bewirkte Freisetzung das Kallikrein 
chemisch verandert. Sowohl iiber die Natur der Inaktivierungsvorgange, 
wie tiber die Chemie der Kallikreine miissen weitere Untersuchungen 
Aufklarung erbringen. Fiir eine einwandfreie Lésung der Probleme sind 
jedoch hochgereinigte Priaparate sowohl der Inaktivatoren als auch der 
Kallikreine erforderlich. 


Experimenteller Teil. 


Gewinnung des Kallikreins aus Serum durch Caseinadsorption: Je 
10cem Serum werden mit 60 ccm 2,5°/jiger Caseinlésung versetzt 
(2,5 g Casein Hammarsten pulverisiert werden unter Zusatz von etwa 
sechs Tropfen 25 °,igem Ammoniak in 1 Liter Wasser gelést, stérender 
Schaum wird durch eine Spur Octylalkohol beseitigt). Unter starkem 
Rihren werden hierzu 5cem m/1 Acetatpuffer von pu 4,6 bis 4,7 ge- 
geben (Zusammensetzung des Puffers: 100 ccm n Essigsiure + 13,6 ¢ 
CH, COONa .3 H,O zu 100 cem gelést). Der rasch absitzende Nieder- 
schlag wird nach einigem Stehen, bei groBen Ansatzen nach einigen 
Stunden, auf der Zentrifuge isoliert, zweimal mit m/100 Acetatpuffer 
ausgewaschen, dann in wenig Wasser verteilt und mit n/l Natronlauge 
zu neutraler Reaktion gelést. (Pro 10cem Serum werden dazu etwa 
fiinf Tropfen n Natronlauge benétigt.) SchlieBlich wird auf das halbe 
Serumvolumen aufgefillt. Bei der zweiten Caseinfaillung wird zu der 
Restlésung der ersten Fallung nochmal dieselbe Caseinmenge in méglichst 
konzentrierter Lésung (z.B. 10%ig) zugegeben. Der Niederschlag 
fallt dann manchmal schon ohne Zusatz weiterer Puffermengen aus. 


1 Vgl. £. Werle, Korpereigene kreislaufaktive Stoffe, Hbch. d. Biochem. 
des Menschen u. d. Tiere. Erginzungs-Werk, III. Bd., S. 1081—1121; sowie 
H.Gaddum, GefaiBerweiternde Stoffe der Gewebe, Verlag Georg Thieme, 
Leipzig 1936. — * Ob das Kallikrein der Speicheldriisen, insbesondere der 
Submaxillaris, in die Blutbahn gelangt wird zur Zeit untersucht (vgl. Z. Werle 
u. P.von Roden, diese Zeitschr. 286, 213, 1936). 
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Beispiel: 1,5 Liter Schweineserum werden unter Riihren mit 9 Liter 
Caseinlésung (= 22,5 g Casein) und dann unter stirkerem Riihren mit 
750 cem Acetatpuffer von px 4,7 versetzt. Die iiberstehende rote Fliissigkeit 
des rasch absitzenden Niederschlags wird nach einstiindigem Stehen ab- 
gehebert. Der auf der Zentrifuge isolierte Niederschlag wird zweimal mit 
1 Liter m/100 Acetatpuffer ausgewaschen, dann in wenig Wasser suspendiert. 
Zur Auflésung der Suspension und zum Neutralisieren werden 21 cem n 
NaOH tropfenweise zugesetzt, dann wird auf 750ccm aufgefiillt. Nach 
14stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur ergibt die Auswertung 6 KE. 
pro lecem Lésung, nach 30stiindigem Stehen 8,7 KE. pro lcem. 1 KE. ist 
gebunden an 3,6 mg organische Substanz. Zur zweiten Caseinfallung werden 
dem Zentrifugat der ersten Fallung 22,5 g Casein, gelést in 200 cem Wasser, 
zugegeben. Der Niederschlag wird wie bei der ersten Adsorption behandelt. 
Endvolumen der Lésung 375 ccm. Die Auswertung 18 Stunden nach der 
Auflésung ergibt 9 KE. pro ccm; | KE. ist gebunden an 4,8 mg organische 
Substanz. Es wurden also aus 1,5 Liter Schweineserum 6500 KE. bei der 
ersten und 3400 KE. bei der zweiten Caseinfallung erhalten. Im ganzen 
werden aus 1ccm Serum 6,6 KE. erhalten. 


Tabelle I. 


Weitere Beispiele zur Kallikreingewinnung aus Serum nach der Casein- 
methode. (Zur biologischen Auswertung der Praparate, insbesondere 


der Koch- und Inaktivierungsversuche vgl. diese Zeitschr. 269, 415, 1934 


und zwar 8. 420 und 425.) 








Aus- — 
i| beute 1 KE. ag pal Kochversuche : 
1 KE. in J gebun-  schwanden fo der Bei 4 Min. 
| cem erhalten Veré!. | den an Kreislaufwirkung langem Kochen 
Nr. || Serum yom Serum aus mit der; ~mg | bei Verwendun tiber freier 
Ale ver- cem des orga- || yon Inaktivator A Flamme ver- 
| arbeitet serum Alkohol-| niseche ~ schwinden 9/5 
H | A Ather- Sub- | Rind 7 der — 
Ver- stanz | inder- : wirkung 
I fahrens || driisen — 
1 Menschen 10 2,0 15 = 90 90 > 95 
2 a 200 2,2 — 39,0 ~ — — 
3 Schwein . 20 0,14 50 2,7 77 97 $1 
4 " 900 0,095 123 1,2 oa ~- 90 
5 Rind . . 100 2.0 —_ 34,0 90 > 90 > 90 
6 Pferd . . 200 3,3 52 _ — — > 90 
7 Hund. . 60 2,0 165 _ 0 > 90 > 90 


Der Caseinniederschlag war nach dem Auswaschen bei allen Praparaten 
rein weiB. Nur bei Pferdeserum war er schén gelb gefiirbt. Am Boden der 
Zentrifugenglaser zeigten sich élige Tropfen einer orangegelben Fliissigkeit. 
Der Farbstoff léste sich in Aceton, nicht in Ather oder Benzol. Er wurde 
noch nicht naher untersucht. Die Caseinniederschlige wurden teils kurz 
nach der Fallung, teils nach Stehen iiber Nacht von der iiberstehenden 
Fliissigkeit abgetrennt. 


Kallikreinausbeuten bei Verwendung steigender Caseinmengen. 


Beispiel: Es wurden je 10 cem desselben Schweineserums verwendet. 
Die Fallung durch Acetatpuffer erfolgt in allen Fallen aus dem gleichen 
Gesamtvolumen. 












E. Werle: 


Tabelle LI. 





1 KE. ist gebun- 


Nr. Zugesetzte Caseinlisung Caseinmenge 1 KE. erhalten den an mg 

aus cem Serum organische 

mg Substanz 
1 15ecm 0,25%ige . . . 37 20 = 
2 BO OG le 75 2 19,0 
3 BO: JOBE a Pet 150 0,36 5,0 
+ oo. #2 4 a Pa 300 0,18 5,3 
5 120.., AS... Sie 600 0,16 os 


Verhalten der Praparate bei der Dialyse: 50 ccm eines Kallikrein- 
praparats aus Schweineserum (1 ccm = 3 KE.) werden 24 Stunden lang 
in Cellophanpapier gegen 50 ccm destilliertes Wasser dialysiert. Danach 
war in der AuBenlésung keine Spur einer Kreislaufwirkung feststellbar. 
leem der AuBenflissigkeit war véllig unwirksam, wahrend bei der 
Innenfliissigkeit schon der 30. Teil, namlich 0,03 ccm, eine meBbare 
Wirkung ergab. Ware auch nur ein geringer Teil der Kreislaufaktivitat 
des Praparats einer niedermolekularen Substanz, wie Adenylsaure, 
Histamin usw., zu verdanken, so hatte sich dies in der AuBenfliissigkeit 
bemerkbar machen miissen. Auch nach dem Ausfall der Orcinreaktion 
kénnen keine nennenswerten Mengen Adenylsiure vorhanden sein. 
Bei 24stiindiger Dialyse gegen flieBendes Wasser nahm die Aktivitat des 
Priparats um 33°, ab. Zu derselben Zeit erlitt eine Probe des nicht 
dialysierten Praparats jedoch ebenfalls 33°, Wirksamkeitsabnahme. 

Nach Atropinisieren eines 15 kg schweren Versuchshundes mit 
3cem 1°/,,iger Atropinsulfatlésung nahm die Wirkung eines Praparats 
(Nr.4 in TabelleI) nicht ab, waihrend die Wirkung von Acetylcholin 
auf ein DreiBigstel zuriickging. An der Katze waren die Praparate 
ebenso stark wirksam wie am Hund, wahrend beispielsweise Adenyl- 
siure an der Katze 22mal starker wirkte als beim Hund 1, 2. Auch 
diese Tatsache spricht dafiir, daB es sich bei dem wirksamen Prinzip 
der Praparate um Kallikrein handelt. 


Kallikreingewinnung durch Fraktionieren der Seren mit Ammonsulfat 


( Tabelle III). 


Beispiel: 30 ccm Menschenserum werden mit 6 g festem Ammonsulfat 
unter Riihren versetzt. Der sich absetzende Niederschlag wird durch 
scharfes Zentrifugieren von der iiberstehenden Fliissigkeit abgetrennt und 
in destilliertem Wasser aufgenommen, in welchem er sich spielend 16st. 
Die Lésung wird auf 30 ccm aufgefiillt und erneut mit 6g Ammonsulfat 
versetzt. Der weiBe Niederschlag wird nach dem Abtrennen auf der Zen- 
trifuge in méglichst wenig Wasser (etwa 8 ccm) gelést. Die Lésung wird 


1 EF. Werle, diese Zeitschr. 269, 415, 1934. — 2% H. Weese, Arch. f. 
exper. Path. u. Pharm. 173, 36, 1933. 
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24 Stunden bei Zimmertemperatur belassen und dann gegen flieBendes 
Wasser 24 Stunden dialysiert. Endvolumen 12,5 cem; py 7,27. 0,5 ecem 
dieser Lésung enthalten 0,4 KE. Es wird also 1 KE. aus 3 ccm Serum er- 
halten. ’ 

Erlauterungen zu Tabelle IIT; Die Dialyse der in saurem Phosphat- 
puffer (m/8 Primarphosphat) gelésten Niederschlige erfolgte in 
allen Fallen gegen m/8 Phosphatpuffer vom gleichen py. Die AuBen- 
fliissigkeit wurde 6fter erneuert. Die Einstellung auf schwach alkalische 
teaktion erfolgte dann durch Zusatz von einigen Tropfen n NaOH. 
Aus den Versuchen Nr. 3, 14, 23 und 30 ist zu ersehen, daB die ein- 
malige Fallung mit Ammonsulfat (2 g pro 10 cem) nicht zur Kallikrein- 
freilegung fiihrt, ebenso nicht die ein- oder mehrmalige Halbsattigung 
(s. Nr. 27, 28, 29). Dagegen wird bei zwei-, drei- oder viermaliger 
Sattigung in allen Fallen Kallikrein frei (s. Nr. 1, 2, 4, 5, 6, 10, 12, 15, 
16, 17, 20, 26, 31). Eine Ausnahme bildet nur das Pferdeserum. Hier 
wird nur dann Kallikrein frei, wenn die Fallung zuerst in saurem 
Medium gelést und nach der Dialyse schwach alkalisiert wird. Nach 
Lésen der Niederschlage in saurem Medium (bei zweimaliger Fallung) 
erfolgt meist keine Kallikreinfreilegung (s. Nr. 7, 11, 24, 25, 33 und 36). 
Wurde dreimal gefallt, so wird sie manchmal in geringem Umfang 
beobachtet (Nr. 13 und 19). In der sauren Lésung entwickelt sich beim 
Pferdeserumpraparat auch nach wochenlangem Stehen kein Kallikrein. 
Dieses kann z. B. noch nach 14 Tagen durch Alkalisieren in Freiheit 
gesetzt werden. Die Kallikreinausbeute (gemessen an derjenigen des 
Alkohol-Ather-Verfahrens) ist, verglichen mit derjenigen der iibrigen 
Tierseren, sehr hoch. Merkwiirdigerweise gelingt es jedoch nicht, Kalli- 
krein freizulegen, wenn beim Pferdeserum der Niederschlag zuerst 
alkalisch gelést, dann angesiuert und wieder alkalisiert wurde. In den 
Versuchen Nr. 9, 22, 34 und 37 wurden die sauer gelésten und gegen 
sauren Puffer dialysierten Praparate schwach alkalisiert, worauf das 
Kallikrein frei wurde. Ein Teil des Praparats Nr. 33 wurde bei 0° 
alkalisiert. Davon wurde eine Probe bei 0° und eine bei 37° belassen. 
Bei 37° war nach 7 Minuten 1 eem der Lésung noch unwirksam. Nach 
90 Minuten enthielt sie pro cem 0,56 KE. Bei 0° waren nach 90 Mi- 
nuten pro 1 ccm erst 0,2 KE. nachweisbar. Im Falle dieses Versuchs 
Nr. 9 wurde nach dem Alkalisieren nach 1, 4 und 10 Minuten gemessen. 
leem enthielt dann 0,85 bzw. 2,4 und 2.4 KE. Die Freilegung war 
also nach 4 Minuten schon beendet. 


Hemmung der Freilegung des Kallikreins durch Hemmungskérper aus der 
Restlosung der zweiten Ammonsulfatfdllung. 

Beispiel: Aus 250 cem Schweineserum werden 235 ccm Restlésung 

der zweiten Ammonsulfatfallung erhalten. Diese Lésung wird 21 Stunden 

gegen flieBendes Wasser dialysiert und dann im warmen Luftstrom 
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bei etwa 25° im Faust-Heimschen Apparat getrocknet. Es werden 
4.148 ¢ Trockensubstanz erhalten (pro Leem Serum 16,5 mg). Das F 
Trockenpulver wird dann in 62,5cem Wasser gelést (die Lésung dieses 
Trockenpulvers, auch die der anderen Seren reagiert schwach sauer) 
In 8cem dieser Lésung wird der Niederschlag der zweiten Ammon 
sulfatfallung von 40 cem Schweineserum aufgenommen, dann 17 Stunden 
dialysiert ; px der Lésung 7,10. Der Kontrollversuch ohne Hemmungs- 








‘ 
kérper wurde in 8 ccm Wasser aufgenommen und ebenfalls 17 Stunden d 
dialysiert; px 7,16. Die biologische Auswertung ergab im Hemmungs- . 
versuch kein Kallikrein. Im Kontrollversuch ohne Hemmungskérpe1 I 
(-= Versuch Nr. 26 in Tabelle IIT) wurde 1 KE. aus 0,62 cem Serum 
k 
erhalten. Hemmung also 100°. Da die Kallikreinfreilegung unter 
Umstanden sehr schnell verlauft, muB fiir die Hemmungsversuche der 
Casein- oder der Ammonsulfatniederschlag bzw. das Serumtrocken- ’ 
fn) 
pulver jeweils unmittelbar in die Lésung des Hemmungskorpers auf- - 
genommen werden. Z 
- ' d 
fabelle IV. Weitere Hemmungsversuche. 
Hemmungskirper = 
Ver- Sear | See eT oT eS oh ae 1 
sue 'ga- zugesetz g Jemerkungen : fz 
uch ies inte: a ae aus cinta E Bemerkungen 
; ecm vom Sub- Priparat ecm yom = d 
Nr. stanz o/ 
: s¢ 
1 47 Pferd 600 3. 18 Pferd 100 Priaparat 33 von Tabelle [ 
Ammon- Ul wird von Py 5,0 nach \ 
sulfat- | Zusatz des Hemmungs- j aM 
oo kérpers auf py 7,3 ein- ‘ 
faillung gestellt. st 
2 80) Schwein 1200 2. 40 Menschen 100 Der Parallelversuch d 
Auewmon- ohne Hemmungskérper, Ww 
sacha Praparat 12 von Tabelle 
sulfat- III ergibt 1 KE. aus : h. 
fallung 2,2 cem Serum. ] E 
3 40; =, 600 Alkohol- 7 . 100 Parallelversueh ohne 
Ather- Hemmungskirper er- Ww 
pe j gibt 1 KE. aus 1,6 ecm 
lrocken- Serum. py der Ansitze 01 
| pulver 7,6. Gealtertes Serum k 
4 — tech. 200 2. 16 . 100 Parallelversech : ohne di 
2 bs emmungskorper er- 
Albumin Ammon gibt 1 KE. aus 2cem h. 
» Merck“ sulfat- Serum. pq der An- 
fallung siitze 7,42. U 
5 || — ‘ 759 3. 30 Schwein 85 ign ect © ohne fi 
= . emmungskorper er- e 
Ammon gibt 1 KE. aus 2,5 ecm N 
sulfat- Serum. pg der Ansitze he 
fallung 7,30. 2 
d 
Die Inaktivierung der Kallikreinpraparate. 
Beispiele fiir die Inaktivierung von Kallikreinpraparaten, die nach 
dem Alkohol- oder Aceton-Ather-Verfahren gewonnen wurden, durch 7: 


Inaktivator aus Rinderdriisen und durch Serum, sind in einer friitheren 4) 
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\rbeit’ angegeben worden. Fiir die Inaktivierung von Praparaten, 
die nach dem Casein- oder Ammonsulfatverfahren hergestellt sind, 
finden sich Beispiele in den Tabellen I und III der vorliegenden Ab- 
handlung. 

Es hat sich im Verlauf dieser Untersuchung gezeigt, daB es nicht 
gentigt festzustellen, daB ein Kallikreinpriparat inaktiviert wird, daB 
vielmehr das Inaktivierungsvermégen einer Inaktivatorlésung fiir 
dieses quantitativ und unter verschiedenen Bedingungen gemessen 
werden muB. Es ist zwar sicher, daB Begleitstoffe der verschiedenen 
Kallikreinpraparate das Inaktivierungsverhalten beeinflussen?, doch 
kénnen durch sie die beobachteten Unterschiede nicht erklart werden. 


Zur Messung der Inaktivierungsfahigkeit siehe #. Eine Inakti- 
vatoreinheit ist in derjenigen Fliissigkeitsmenge (Serum, Organextrakt) 
enthalten, welche eben 1 KE. bei 37°, pu 7,4 bis 8,0 und einer Reaktions- 
zeit von 2 Stunden zu inaktivieren vermag. In der Tabelle V wird neben 
der Inaktivierungsfihigkeit des normalen Serums (a) diejenige des 
| Stunde auf 56° erwirmten Serums (b) angegeben. 

Die Tabelle V ist nicht vollstandig, sie bedarf noch der Erginzung 
durch weitere Beispiele verschiedener Tierseren. Sie laBt aber erkennen, 
daB der Inaktivator fiir das Kallikrein aus Harn (Inaktivator I) ver- 
schieden ist von dem fiir das Kallikrein aus Serum (Inaktivator II). 
Die Inaktivierungsfihigkeit fiir Serum- und Harnkallikrein, also die 
Menge von Inaktivator I und IT eines Serums, kann zufiallig die gleiche 
sein. Versuch 3 zeigt, daB die Inaktivierung des Kallikreins, das nach 
der Caseinmethode oder nach dem Acetonverfahren gewonnen wurde, 
wie bei dem Harnkallikrein in einer Zeitreaktion erfolgt. Der Schweine- 
harn des Versuchs 13 war 48 Stunden lang dialysiert und im Fawst- 
Heimschen Apparat bei 25° auf 1/,) seines Volumens eingeengt 
worden. Dann enthielt 1 cem 1 KE.; 1 KE. war gebunden an 2,6 mg 
organische Substanz. Im Kochversuch wurden 95°, der Kreislaufwir- 
kung des Praparats zerstért. Aus dem Versuch 21 ist zu ersehen, daB 
die Hemmungskérperfraktion Kallikrein aus menschlichem Harn iiber- 
haupt nicht, Kallikrein aus Pankreas (Schwein) nur in ganz geringem 
Umfang zu inaktivieren vermag, wenn man mit der Inaktivierungs- 
fahigkeit der Loésung fiir Kallikrein aus Schweineserum vergleicht. 
Nach den obigen Versuchen (unter a und b) ist der Inaktivator II 
temperaturbestandiger als der Inaktivator I, doch wird er wie dieser 
durch Kochen zerstért. 


' H. Kraut, E. K. Frey u. E. Werle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 
73, 1933. — * H. Kraut, E. K. Frey, E. Werle, u. F. Schultz, ebenda 269, 
415, 1934. — % EF. Werle, diese Zeitschr. 273, 291, 1934. 
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Erwahnt sei, daB die Inaktivierung von Kallikreinpriparaten (aus 

serum) durch Serum oder durch Herzmuskelextrakt von Physostigmin 
(1: 4000) nicht gehemmt wird. 


Inaktivierungsverhalten der Kallikreinprdparate aus Serum, Harn und 
Pankreas gegentiber Organ- und Muskelextrakten. 

Herstellung der Extrakte: Das zu extrahierende Gewebe wird 
méglichst frisch durch den Fleischwolf getrieben und dann mit dem 
vleichen Gewicht m/20 Phosphatpuffer, von schwach saurer bis sechwach 
alkalischer Reaktion (pu 6,5 bis 8,5), einige Stunden unter zeitweiligem 
Riihren belassen. Danach wird zentrifugiert oder filtriert. Welche 
Extraktionsdauer und Reaktion am vorteilhaftesten ist, ist noch nicht 
untersucht. Die abgeschabte Schleimhaut vom Rinderdiinndarm wurde 
- 24 Stunden mit Phosphatpuffer von px 7,5 extrahiert. Die Dialyse 
der Praparate wird in Cellophanbeuteln vorgenommen. Die Alkohol- 
fallung der Extrakte erfolgt mit der sechsfachen Menge Alkohol. Der 
Niederschlag wird mit Alkohol, Alkohol-Ather und Ather getrocknet. 
Das Trockenpulver wird dann mit der Halfte des Volumens des an- 
gewandten Extrakts mehrere Stunden mit destilliertem Wasser extrahiert. 
Der Extrakt wird von dem unléslichen Rest abzentrifugiert. 

Die zu den Inaktivierungsveruchen verwandten Kallikreinpra- 
parate aus Pankreas sind wie friiher beschrieben! hergesteilt. Die 
Kallikreinpraparate aus menschlichem Harn sind gereinigte Standard- 
praparate, die aus Schweineharn wurden, wie im vorigen Abschnitt 
ausgefiihrt, gewonnen. Die Bedingungen der Inaktivierung sind 
die weiter oben angegebenen. In mehreren Versuchen wurde die 
maximale Inaktivierungsfihigkeit der Extrakte nicht ermittelt. In 
vielen Fallen waren in den _ betreffenden Versuchsreihen, z. B. 
bei Versuch 10 usw., simtliche Ansatze vollig wirkungslos: Es ver- 
mochte 1 cem Herzextrakt 5 KE. aus Schweineserum (== 0,2 ccm; 
Alkohol-Ather-Verfahren) noch véllig zu inaktivieren. 1 IE. ist 
also in weniger als 0,2 cem Herzextrakt enthalten. In den 
Inaktivierungsversuchen mit Kallikrein aus Harn und Pankreas wird 
éfter eine geringe Abnahme (bis zu 10 und 20°) der Aktivitat, also 
eine gewisse Inaktivierung des Kallikreins beobachtet. Eine auch nur 
annahernd véllige Inaktivierung wie bei der spezifischen Inaktivierung 
Pes durch Inaktivator I und II oder Driiseninaktivator tritt nicht ein. 
Vielleicht ist diese nur angedeutete Wirkungsabnahme nur eine un- 
spezifische Herabminderung der Kreislaufwirkung des Kallikreins, 
verursacht durch das mit dem Extrakt in den Inaktivierungsansatz 
gebrachte verunreinigende EiweiB, wie sie schon friiher beobachtet 
wurde. Ein gewisser Teil dieser Inaktivierung wird wohl auch 


achtet. 
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1H. Kraut, E.K.Freyu.£. Werle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 97, 1930. 
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Inaktivierung 


Schwein 


Uber Kallikrein aus Blut. 


auf Inaktivator I zu- 
ruckzufiihren sein, der 
aus der geringen Blut- 
menge, die in den ex- 
trahierten Organen haf- 
tet, kénnte. 
Die in solchen Versuchen 
(z. B. Nr. 13, 19 und 21) 
angegebenen Werte IE. 
sind in der Tabelle in [ | 
gesetzt und sind errech- 
net. Aus der Tabelle VI 
geht also hervor, daB die 


stammen 


untersuchten Gewebs- 
extrakte einen Inakti- 
vator enthalten, der von 
dem Inaktivator I ver- 
schieden ist und der mit 
dem Inaktivator Iliden- 
tisch sein dirfte. 


Orientierungsversu- 
che iiber die py-Abhan- 
gigkeit Inaktivie- 
rung von Serumkalli- 
krein durch Muskel- 
extrakt (Schwein) zeigen 
eine eben deutliche Zu- 
nahme Inaktivie- 
rungsvermogens 


der 


des 
vom 
sauren zum alkalischen 
Gebiet (von px 5 bis 10). 
Das gleiche wurde fiir 
Inaktivator IT beobach- 
tet. Der Anstieg der 
Inaktivierungsfahigkeit 
scheint aber nicht so 
stark zu sein wie beim 
Driiseninaktivator!. 


1 HH. Kraut, E. K. Frey 
u. EH. Werle, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 192, 1, 
1930. 


Tabelle VI (Fortsetzung). 





Bemerkungen 


Versuch 


2 


Serum-Alkohol-Ather-Verfahren 


Schwein 


Schwein 


Keine Inaktivierung beobachtet. 


Menschen 


Serum-Alkohol-Ather-Verfahren 


Schwein 


angedeutet. 


Inaktivierung nur 


Pankreas 


von 


Inaktivierung 


zifische 


Menschen 


Serum-Alkohol-Ather-Verfahren 


Inaktivierung nur angedentet. 


[5] 


Pankreas 


Serum-30 °.-Aceton-Verfahren 


0.2 


0 


Alkohol 


mit 


Inaktivierung nur angedeutet. 


Diinndarm- 


Serum-Alkohol-Ather-Verfahren 
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Inaktivierung verschiedener Kallikreinpriparate durch Driiseninaktivator. 

Wie Serum, so vermag auch Inaktivatorlésung aus Rinderdriisen, 
Kallikrein aus Harn, Serum und teilweise auch aus Pankreas zu in- 
aktivieren. Ks ist auch hier zu untersuchen, ob alle diese Inaktivierungen 
ein und demselben Prinzip zuzuschreiben sind. Aus den bisherigen 
Versuchen, die zum Teil in -‘Tabelle VII zusammengestellt sind, geht 
hervor, daB auch die Rinderohrspeicheldriisen neben dem Driisen- 
inaktivator wohl noch Inaktivator II enthalten. Der Gehalt an In- 
aktivator IT scheint in den Ohrspeicheldriisen niedriger zu sein als in 
den iibrigen bisher untersuchten Geweben. Versuche 2, 3, 4 zeigen, 
daB Inaktivator I] hochmolekular ist und Cellophan nicht durchdringt. 
Die Inaktivierungsfahigkeit dialysierter L6sungen nimmt eher zu als ab. 
Die Inaktivierungsfahigkeit ist in allen Praparaten gegeniiber Kallikrein 
aus Harn (von Menschen) gréBer als gegeniiber Serumkallikrein. Das 
Verhialtnis der Aktivitaten der beiden Inaktivatoren ist nicht konstant. 
Allerdings ist die Inaktivierungsfahigkeit des Driiseninaktivators sehr 
von den Begleitstoffen des zu inaktivierenden Praparats abhangig. 
Der Inaktivator II der Rinderdriisen wird, wie derjenige der iibrigen 
Gewebe, (s. Tabelle VI) durch Trocknung mit Aceton-Ather nicht 
zerstért, im Gegensatz zum Inaktivator IT des Serums. Diese Tatsache 
muB nicht im Sinne einer Verschiedenheit der unter I] zusammen- 
gefaBten Inaktivatoren gewertet werden, da die Begleitstoffe, ins- 
besondere die Fermente der Gewebe und die der Seren, die verschieden 
sind, diesen Unterschied bedingen kénnten. 


Tabelle VII. Inaktivierung von Kallikrein aus Serum und Harn 
durch Driiseninaktivator. 





1 IE. =cem Driisenextrakt 


= Zu inaktivierendes (Ohrspeicheldriisen 
x Kallikrein von Rindern) 
nadie aCe Cy: oe ae A aa Bemerkungen 
> oe eae inneeees| ACStON- 
nicht 24 Std. ther 
‘ aus yom dialy- | dialy-  getrocknet 
Nr. siert siert ° 
1 Serum- Menschen 0,008 Reaktivierung yon Harnkalli- 
Alkohol- (0,00015) krein durch n HCl gelingt 
Ather- leicht, die von Serumkallikrein 
Verfahren gelingt nicht. 
2 Dasselbe * 08 0.8 Driise 1:3 mit n/50 Essigsiure 
; 18 Std. lang extrahiert. 
8 | . i 30 19 Driise 1:2 mit n/20 Phosphat- 
(0,04) (0,033) puffer extrahiert 18 Stunden. 
Px 8,0. 
4 s " 3,0 3,0 Driise 1:2 mit n/50 Essigsdure 
(0,013) (0,02) extrahiert 18 Std. 


Die in () angegebenen Werte bedeuten, in wieviel ccm 1 IE, enthalten ist, wenn ge- 
reinigtes Harnkallikrein (Menschen) zur Inaktivierung gelangt. 
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Verhalten der inaktivierten Kallikreine bei der Reaktivierung. 


DaB das Kallikrein aus Harn (vom Menschen) nach seiner Bindung 
an den Inaktivator des Serums (Inaktivator I) sowie der Rinder- 
driisen durch H’-Wirkung wieder in Freiheit gesetzt werden kann, 
wurde schon friher ausfiihrlich belegt ! * 3, 
Reaktivierung des durch Inaktivator I inaktivierten Kallikreins durch 
Behandlung der Reaktionslésung mit Aceton und Ather gelingt?. 

In der vorliegenden Untersuchung hat sich nun aber gezeigt, dab 
das Reaktivierungsverhalten des Kallikreins aus Blut ein anderes ist 
als das des Harns. Serumkallikrein, welches an _ Driiseninaktivator 
gebunden ist, laBt sich durch Saéure anscheinend nicht reaktivieren. 
Diese Tatsache spricht ebenfalls dafiir, daB hier das inaktivierende 


ebenso, dab eine 


Prinzip in den Lésungen des Driiseninaktivators der dem Inaktivator I 
des Blutes entsprechende Inaktivator der Organe und des Muskels ist. 


Beispiele zum Reaktivierungsverhalten. 


1. Zu je 2cem Kallikrein aus Menschenserum (= 4 KE.) werden je 
0,06 cem (= 8 IE.) Driiseninaktivatorlésung gegeben und die véllige In- 
aktivierung abgewartet. Dann wird zu je l1ccem des Ansatzes 0,1 und 
0,15cem n HCl zugegeben. Es war dann nach 0,5, 1, 5, und 10 Minuten 
keine Reaktivierung zu beobachten. 

2. Zu 5cem Schweineserum werden 10 cem(= 30 KE.) Schweineserum- 
Caseinpraparat gegeben. Nachdem vollige Inaktivierung eingetreten 
war, wurde die Lésung mit Aceton-Ather in der friiher angegebenen Weise 
behandelt. Die Lésungen besaBen dann nach 24 Stunden keine Kreislauf- 
wirkung. Wird z. B. durch Menschenserum Kallikrein aus Serum (z. B. 
vom Menschen), welches nach der Alkohol-Ather-Methode erhalten wurde, 
inaktiviert, so wird bei der Aceton-Ather-Trocknung des Ansatzes nur die- 
jenige Kallikreinmenge, welche in dem frischen Serum inaktiv vorhanden 
war, in Freiheit gesetzt. Beispiel: Zu 10cem Menschenserum werden 
10cem Kallikrein (= 10 KE. aus Menschenserum) gegeben. Nachdem 
die véllige Inaktivierung eingetreten war, wurden 7 ccm des Ansatzes mit 
Alkohol-Ather getrocknet und in 14cem m/40 Bicarbonat gelést. Gleich- 
zeitig werden 7 ccm Serum ohne Zusatz derselben Behandlung unterworfen. 
Nach 24 Stunden waren, bezogen auf frisches Serum, in beiden An- 
sitzen die gleichen Kallikreinmengen vorhanden, namlich 2 KE. pro 
leem Serum. 

Glutathion bzw. Cystein werden in den Versuchen | bis 12 der 
Tabelle VIII zuerst in m/3 Phosphatpuffer bei pu 7,25 gelést und dann 
zu den Trockenpulvern der Seren (beim Aceton-Ather-Verfahren) zu- 
gegeben. Bei dem Ammonsulfatverfahren wurden die Verbindungen 
in fester Form der noch sauren Lésung zugegeben. (Das Praparat 

1 H. Kraut, E. K. Frey u. E. Werle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 
73, 1933. -— 2 H. Kraut, BE. K. Frey u. E. Bauer, ebenda 175, 97, 1928. 


— 3H. Kraut, E. K. Frey u. E. Werle, ebenda 192, 1, 1930. 
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Tabelle VII]. Wirkung von Glutathion und Cystein 
bei der Freilegung des Kallikreins. 
ve ET. Biolo- 
Zusatz von Molari- gische t com 
eee ro Frei- i peer! FE PH Mes- Lisung Hem- 
a bee legungs- — Giu-  Cy- ||, 4eF = vin mung 
verfahren tathton! stein Lisun- Liésun- Std. halt in 0 
N . in mg in mg, 8&2 _ nach KE. 
Nr. Nr. Ansatz 
1 1 Aceton- Menschen — — - 7,36 21 0,9 - 
Ather 
2; 1 Dasselbe " 15 — | 0,005 7,26 21 0,1 89 
BS hak ‘ i a 12 0,007 7,36 21 0,5 44 
a} 1 30 5 i - — _- 7,48 21 2,5 — 
Aceton 
ee | Dasselbe . 15 — | 0,008 | 7,47 21 0,4 84 
6; 1 = ‘s — 12 0,011 7,59 21 1,0 60 
2 || Alkohol- ‘ — - 7,79 2 0,5 ~_ 
Ather 
8 2 | Dasselbe ‘ 15 — | 0,005 7,83 2 0,1 80 
8; 2 r mn 15 — | 0,005 7,83 40 0,0 100 
e124 ‘ a oe 15 0,009 7,83 2 0,0 100 
9 |-8 cS a a 15 | 0,009 7,83 40 0,0 100 
10 | 8 . Schwein| — — — | 7,42 6 2,5 — 
Rae er a a 50 | — | 0,017 | 7,33 6 13 52 
i2; 8 mi 2 — 50 | 0,041 = 7,36 6 0,7 72 
13 | 4 Ammon- Pferd — — — 7,47 2 0,5 
sulfat 
14 4 Dasselbe 10 — |0,005 7,54 2 0,1 80 
1 4 - “ 10 — | 0,005 7,54 24 0,1 80 
16 5 ‘ —- ji — — 17,34 1,2) 0,4 - ] 
17; 5 . o 10 | 0,008 7,24 1,2: 0,1 67 
Tabelle IX. Verhalten des Kallikreins 
gegeniiber Glutathion und Cystein. 
0/9 der Kreislauf- 
Auf wirken mg — wirkung ver- 
— Bi ooh schwunden bei 
: naan i — dauer |-——— 
xe, com Kaltireine| gus | vom KE. (GMS, loys) gSIRS, |cyatein 
142 Casein Serum Schwein 20 10 20 2.5 50 | «80 
1 2 . ‘ . 20 10 20 4,0 80 94 
2 2. Alkohol- e 10 10 10 1,0 70 75 
Ather 
3 2. Dasselbe | , (Menschen 4 10 10 1,0 70 75 
4 2. Standard’) Harn a 26 10 10 2,75 0 0 
4 2 ” n ” 26 10 10 = 48,0 0 0 
5 | 4 " a * 53 16 13 7,5 0 0 


Versuchstemperatur 37°. Die Versuche 1 bis 4 waren bei neutraler, die 
Versuche unter Nr. 5 bei schwach alkalischer Reaktion vorgenommen worden. 
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von Versuch 13 ist das gleiche wie in Versuch 33, Tabelle IIl, das 
Praparat von Versuch 15 ist das von Versuch 36, Tabelle II.) Dann 
wird mit Natronlauge schwach alkalisiert. 

Nachdem es feststeht, da Glutathion, welches in allen Geweben 
und im Blute vorkommt, das Kallikrein aus Blut zuinaktivieren vermag, 
lag es nahe, zu vermuten, daB Glutathion mit Inaktivator IT identisch 
sei. Dafiir spriche auch z. B., daB nach Behandlung des Serums mit 
Alkohol-Ather der Inaktivator II verloren geht. Allerdings ist er dann 
nicht in dem Riickstand der Alkohol-Ather Verdampfung aufzufinden. 
Beispiel: Von 135 cem Menschenserum wird der Alkohol-Ather-Extrakt, 
der beim Alkohol-Ather-Verfahren erhalten wird (— 1240 cem Alkohol 
und 1240 cem Ather), im Vakuum zur Trockene verdampft und in 
34cem H,O aufgenommen. Davon vermochten 2ccm  entsprechend 
sccm Menschenserum von 1 KE. (aus Menschenserum) nichts zu 
inaktivieren. Der Inaktivator II der Organextrakte wird durch Alkohol 
nicht entfernt (s. Versuch 32, Tabelle VI). Gegen die Annahme, dab 
Glutathion mit Inaktivator II identisch ist, spricht auch das Ergebnis 
der Dialysenversuche. Bei den Organextrakten trat bei 24stiindiger 
Dialyse kein Verlust ein (s. Versuch 11 und 15 von Tabelle VI). Bei 
dem Inaktivator II des Serums wurde in einem Falle eine Wirksamkeits- 
abnahme von 50°, gefunden: Schweineserum wird 43 Stunden gegen 
flieBendes Wasser, eine weitere Probe ebenso lange gegen ein gleiches 
Volumen stehendes Wasser dialysiert (in Cellophanbeuteln). Danach 
inaktivierten : 0,08 cem des unveranderten, 0,15 cem des gegen flieBendes 
Wasser dialysierten Serums 1 KE. (Kallikrein aus Schweineserum, 
Caseinpraparat). Die AuBenfliissigkeit der stehenden Dialyse besaB 
kein Inaktivierungsvermégen. Der Inaktivator II ist also hochmole- 
kular und nach seinen Eigenschaften am ehesten mit einem Ferment 
zu vergleichen. Ob er wirklich Fermentcharakter besitzt, miissen 
weitere Versuche mit gereinigtem Praparat ergeben. 


Einwirkung von Schwefelwassersto{f auf Kallikreine. 


Kallikrein aus Menschenharn wird durch H,S8 zerstért. 

Beispiel: In 100 cem Kallikreinlésung (1 cem = 2 KE.) wird Schwefel- 
wasserstoff in langsamem Strom eingeleitet. Nach bestimmten Zeiten wird 
aus Probeentnahmen der Schwefelwasserstotf durch Luft vertrieben. Es 
sind dann: 

nach Minuten ... «2. i « « « «ws «> WO, 46 76, 396, 105, 300; 

% Kallikrein zerstért. .......... O, 10, 40, 56, 94, 100. 


Das Kallikrein aus Serum wird ebenfalls durch H,S zerstért. So verlor 
Kallikrein aus Schweineserum, welches nach der Caseinmethode gewonnen 
wurde (leem = 1,5 KE.), nach Sattigung mit H,S 81°, seiner Wirk- 
samkeit. 


1? 
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Einwirkung von Jod und Wasserstoffsuperoxyd auf Kallikreine. 


a) Jod. Beispiel: 1 cem Kallikrein aus Harn vom Menschen (50 KE.) 
+ | Tropfen n/10 Jod-Jodkaliumlésung. 37°. Nach 20 Minuten ist die 
5 KE. entsprechende Menge wirkungslos. Zerst6rung 100°. Es geniigen 
also zur Zerstérung von | KE. schon 1 bis 2y Jod. Gekochte Kallikreinlésungen 
verbrauchen Jod viel weniger rasch, als unverainderte. Auch durch Schiitteln 
mit einer Lésung von Jod in Chloroform werden wiisserige Kallikrein- 
losungen unwirksam. Bemerkenswert ist, daB auch das an den Driisen 
inaktivator gebundene, inaktivierte Kallikrein durch Jod zerstért wird. 
Beispiel: 200 KE. werden durch 4cem_ Driiseninaktivator = 1200 IE. 
(aus Lymphdriisen von Rindern) + 0,4cem mol. Bicarbonat inaktiviert. 
Nachdem vo6llige Inaktivierung eingetreten war, wurde zu der 50 KE. 
entsprechenden Menge des Ansatzes 0,4ceem n/10 Jod-Jodkaliumlésung 
zugegeben. Nach einigem Stehen wird das tiberschiissige Jod durch n/10 
Thiosulfat zuriicktitriert. Dann wird die mit Jod behandelte und die Kon- 
troll6sung mit n HCl auf schwach saure Reaktion gebracht. (Es wird in 
beiden Lésungen auf denselben Farbton von Methylorange eingestellt.) 
Eine Probe der mit Jod behandelten Lésung (entsprechend 2 KE.) war danach 
unwirksam. In der Kontroll6sung waren in derselben Zeit mindestens 
50% des Kallikreins reaktiviert. Auch die Kallikreine anderer Herkunft 
werden durch Jod zerstért. 

b) Wasserstoffsuperoxyd. Beispiel: 3 ccm Kallikreinlésung (aus 
Menschenharn) = 15 KE. + 0,1 cem 25 %iges Wasserstoffsuperoxyd. Nach 
1,5stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur sind 50%, nach 4 Stunden 
95 % zerstért. Das an den Driiseninaktivator gebundene Kallikrein wird, 
wie von Jod, so auch von H,O, zerstért. Es ist also die fiir die Kreislauf- 
wirkung verantwortliche Gruppe des Kallikreinmolekiils durch die chemische 
Bindung an den Inaktivator vor dem Angriff des Oxydationsmittels nicht 
geschiitzt. Auch Kallikrein aus Serum und Pankreas wird durch H,O, 
zerstort. 

Weitere Beispiele: Zu 3 cem Kallikrein aus Menschenserum (gewonnen 
nach dem Verfahren 30% Aceton) wird leem 25° iges H,O, gegeben. 
Nach 20 Minuten langem Stehen bei 37° sind 80% der Kreislaufwirkung 
verschwunden. Zu 3,5cem Kallikrein aus Schweineserum (gewonnen nach 
dem Alkohol-Ather-Verfahren) werden 2 cem H,0O, gegeben, nach 20 Minuten 
sind mindestens 90% zerstért. Von Kallikrein aus Schweine- und Hunde- 
pankreas werden in ahnlichen Ansatzen in 20 Minuten 90% zerstért. Das 
Wasserstoffsuperoxyd wird besonders in den Ansaitzen der Serumkallikreine 
stiirmisch zersetzt, deshalb wurden zur Oxydation sehr viel gr6Bere H, Q,- 
Mengen zugesetzt als im Versuch mit reinem Harnkallikrein. Erwahnt sei, 
dai auch Chinon Kallikrein zu zerst6ren vermag. 


Zerstérung der Kallikreine durch Bestrahlen mit ultraviolettem Licht. 

Die Lésungen des Kallikreins werden in offenen bzw. mit Quarzglas 
bedecktenSchalen bei 30 cm Abstand von einer Quarzlampe (Heraeus) 
bestrahlt, wobei die Fliissigkeit eine Temperatur bis zu 35° erreicht. 

Beispiel: 1eem Kallikreinlésung aus menschlichem Harn (= 5 KE.) 
wird 45 Minuten bestrahlt. Danach sind mindestens 90% der kreislauf- 
wirksamen Substanz zerstért. In glasbedeckter Schale bestrahlt, hat das 
Kallikrein nicht abgenommen. Das Kallikrein wird auch dann zerstoért, 
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wenn die Bestrahlung in geschlossenem QuarzgefiB vorgenommen wird, in 
welchem die Luft durch Kohlensaure oder Stickstoff (letzterer iiber gliihende 
reduzierte Kupferspirale geleitet) verdrangt ist. Bemerkenswert ist, da8 
die Zerst6rung des Kallikreins durch ultraviolettes Licht auch dann eintritt, 
wenn das Kallikrein an den Driiseninaktivator gebunden ist. Es werden 
z. B. 100 KE. = 20cem mit 200 Inaktivatoreinh. aus Rinderohrspeichel- 
driisen und 0,5cem m Bicarbonatlésung versetzt. Nach eingetretener 
Inaktivierung wird die Halfte der Lésung 6,5 Stunden ultraviolett bestrahlt. 
Danach werden 2 cem des bestrahlten inaktivierten Kallikreins mit 0,5 cem 
n/10 HCl gegeben und nach 3 Minuten mit einigen Tropfen NaOH 
neutralisiert. Wahrend beim nichtbestrahlten Ansatz etwa 50° des 
inaktivierten Kallikreins reaktiviert werden, ist die Reaktivierung beim 
bestrahlten Kallikrein = 0°. Die Geschwindigkeit der Zerst6érung des 
Kallikreins durch ultraviolettes Licht ist im Gegensatz zur Zerst6rung durch 
Kochen weitgehend py-unabhangig. In stark gefarbten Lésungen ist das 
Kallikrein vor der Zerst6rung durch ultraviolettes Licht geschiitzt. So 
nahm eine stark braun gefairbte Kallikreinlésung aus menschlichem Harn, 
welche in 1 ccm 30 KE. enthielt, bei 2,5stiindiger Bestrahlung nicht merklich 
ab. Nach 7,5 Stunden waren erst 40% zerstért. Ebenso waren Kallikrein- 
praparate aus Blut und Pankreas, welche stark rot gefarbt waren, ziemlich 
unempfindlich. 


TabelleX. Weitere Beispiele der Zerst6érung des Kallikreins 
durch ultraviolettes Licht. 





3 Sallikrei ‘ Bestrah- | °/, der 
= Kallikrein Ge- e€ 10 
Zz : leem lungs- _ Krreislauf- L 
S |__| winnungs-|_¢¢.} daner | wirkung ||  Bemerkungen 
> verfahren ad 
Nr aus | vom | Std zerstOrt || 
| | Std. | 
1 Serum Menschen Alkohol- 0,3 2 minde- | Praparat mit Wasser 
Ather stens 90 1:4 verdiinnt. 
2 i Schwein  Dasselbe 0,86 2 $2 Priparat mit H, O ver- 
diinnt. 
3 é n Casein- 1,5 2 94 Lisung schwach opali- 
verfahren sierend. 
4 Pan- - n/50 1,0 1.5 95 Extrakt 40 Std. dia- 
kreas Essig- lysiert, dann 1:10 
saure mit H,O verdiinnt. 
E ‘ k Farbe schwach rit- 
Uxtrak- lich. 
tion 1:3 
5 ee Rind Dasselbe 0,4 1,5 80 Extrakt 40 Std. dia- 
lysiert, dann 1:5 
mit H,0O verdiinnt. 
Farbe schwach rit- 
lich. 
6 - Hund ? 8,0 4,0 70 ny ritlich ge- 
arbt. 








Bestimmung des Natriums mittels der Torsionswaage. 
V. Mitteilung: 
Biochemische Gravimetriemethoden. 
Von 
L. Jendrassik und L. Dziobek. 
(Aus der Medizinischen und Dermatologischen Klinik der Universitat 
Pécs in Ungarn.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1936.) 


Seitdem Kolthoff(2) die spezifische Fallbarkeit des Natriums in 
Form des Triuranylmagnesiumnatriumacetats — einer von Streng 
schon im Jahre 1884 gefundenen Verbindung (1) — beschrieben und diese 
Reaktion in die moderne Analyse eingefiihrt hatte, entstand in kurzer 
Zeit eine Reihe von Verfahren, welche diese Fallung fiir eine quantitative 
Bestimmung verwerteten. Barber und Kolthoff (3) benutzten das 
analoge Zinksalz (UQ,)3, ZnNa(CH,COO),.6aq. Der Niederschlag 
wurde im Glasfiltertiegel isoliert und gewogen. Die meisten weiteren 
Varianten und Abanderungen des Verfahrens hatten sodann die Ver- 
einfachung zum Ziel und wollten die gravimetrische Auswertung durch 
kolorimetrische oder volumetrische Messung ersetzen. 

Nach unseren Erfahrungen aber ist die gravimetrische Bestimmung 
mit einer Federtorsionswaage keineswegs schwerfalliger als andere 
Analysearten, die Verwendung der Torsionswaage macht vielmehr die 
Gewichtsanalyse mit den einfachsten Formen der Volumetrie oder 
Kolorimetrie in bezug auf die Einfachheit gleichwertig. Aus diesem 
Grunde haben wir die gravimetrische Bestimmung mit Triacetat auch 
fiir das Arbeiten mit der Torsionswaage ausgestaltet, entsprechend 
den Verfahren, welche einer von uns bereits friiher mitgeteilt hat 
[(4) bis (7)]. 

Die zu beschreibende Methode haben wir mit reinen Lésungen und 
Blutserum ausgearbeitet; sie ist aber fiir andere Gewebssafte und 
Gewebe, nach iiblicher Vorbehandlung, ebenso gut geeignet. 

Das Prinzip des Verfahrens ist dem des Barber-Kolthcffschen 
analog: Fallung mit Hilfe des Uranreagens in alkoholischer Lésung. 
Absaugen des Niederschlags auf Papierscheibchen. Trocknen in der 
Warme und Abwagen auf der Torsionswaage. 


Lésungen. 

1. Trichloressigsdure, 10% ig. 2. Uranyl-Zinkacetat (modifiziert). 20g 
Uranylacetat und 60 g Zinkacetat (beide reinst, natriumfrei und gepulvert) 
werden in 20 cem konz. Essigséure und 320 cem Wasser unter Erwarmen 
gelést. 3. Alkohol, 95- bis 96 %ig. 
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Bestimmung im Blutserum. 2ecm Serum + 6cem H,O + 2cem Tri- 
chloressigsiure. Nach 5 Minuten Filtrieren durch ein mitteldichtes Papier. 
2 ccm des reinen Filtrats + 5 ccm Uranylreagens + 6 cem Alkohol werden 
in einem kleinen Becherglas gemischt und fiir eine halbe Stunde in den 
Kisschrank gestellt. Als Filter werden die Schleicher & Schiillschen Papiere 
Nr. 589 IT (WeiBband) in Scheiben von 5 em Durchmesser verwendet ; diese 
werden in Alkohol mittels Durchsaugen gewaschen, sechsfach zusammen- 
gelegt und jedes in eine kleine federnde Zange gefaBt, wie wir sie fiir die 
gravimetrische Kaliumbestimmung verwendet haben (5). Die Filter werden 
in numerierten Schalchen bei 110° etwa 15 bis 30 Minuten getrocknet und 
sodann mit der Hartmann und Braunschen Federtorsionswaage gewogen. 
Wahrend der Messung wird die Klappe geschlossen, die Verwendung be- 
sonderer Trocknungsmittel, wie sie fiir schwere Filter notwendig sind (5), 
ist jedoch bei so kleinen Filtern entbehrlich. 

Das abgewogene Filter wird auf einen Hirschberg-Trichter (trichter- 
formige Nutsche) gelegt, dessen durchlécherte Platte etwa 25 bis 30mm 
breit ist. Gut brauchbar sind auch Glastrichter mit eingelegter Korkplatte 
(von dem angegebenen Durchmesser) mit konisch geschnittenem Rande. 
Unter sehr gelindem Saugen wird der Niederschlag iibergespiilt. Nach- 
gewaschen wird viermal mit etwa 3 cem Alkohol, welcher wie iiblich 
mit der Niederschlagssubstanz gesittigt ist. (Eine Messerspitze geniigt auf 
1), Liter 95° igem Alkohol. Vor dem Gebrauch soll der Alkohol filtriert 
werden.) Das Filter mit dem Niederschlag wird wie oben zusammengelegt, 
in eine Zange genommen, getrocknet und gewogen. 

Das gefundene Gewicht des Niederschlags wird unter Beriicksichtigung 
der (positiven oder negativen) Gewichtsainderung, die ein Kontrollfilter 
unter gleichen Bedingungen erfahrt, korrigiert. Zu diesem Zwecke werden 
gleichzeitig mit jeder Bestimmung bzw. Bestimmungsreihe je zwei Glaser 
mit je 1,6ceem Wasser + 0,4ceem_ Trichloressigsiure + 5cem Reagens 

6 cem Alkohol beschickt, diese Mischungen wie die Hauptprobe behandelt, 
und die in ihnen sich bildenden Niederschlagsspuren (vom Natriumgehalt 
der Reagenzien herriihrend) auf das Filter iibergespilt. Zur Korrektion 
wird der Mittelwert der Gewichtsinderungen verwendet. 


Ergebnisse. 

Die mit reinen NaCl-Lésungen ausgefiihrten Bestimmungen (1 ccm 
n/10 bis 2cem n/5 NaCl) ergaben, das Niederschlagsgewicht du.ch den 
stéchiometrischen Faktor 66,87 dividiert, den berechneten Na-Wert 
ohne einen systematischen Fehler. Die aus den Mitteln von je zwei 
Parallelbestimmungen sich ergebenden Werte zeigen eine Streuung 
entsprechend einem mittleren Fehler von etwa + 1%, : 

Annahernd von der gleichen Genauigkeit sind auch die Bestim- 
mungen im Blutserum. Auch Gemenge von Serum und Natrium- 
chlorid (auf 2cem 1 bis 2 cem n/10 NaCl) ergaben die zu erwartenden 
Werte (siehe Tabelle I). (Konzentrationen in Milliprozenten = mp 
angegeben.) 

In einer Reihe von Versuchen haben wir die EiweiBfallung mittels Uranyl- 
acetat vorgenommen (2 cem Serum + 2 cem Wasser + 6 cem m/20 Uranyl- 
acetat). Die Filtrate sind zwar rein und eiweibfrei, die Na-Werte sind aber 
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Serum + Na 


Zugefiigtes Na 


Na-Mehrwert 





Serum gefunden (n/10 NaCl) gefunden Differenz 
Nr. : ie entspr 4 i 
Nieder- : Nieder- . “Toe tae ‘ Nieder- . 
sehlag Na achlag Na Salar Na sthieg Na mp 9/9 
mg mp mg mp mg mp mg mp 
1 |) 679 954 98,9 370 30,7 115 310 116 +1 +0,86 
2 Cae 129,6 485 61,5 230 61,7 | 231 (41 + 0,44 
8 || agg |og7 || 1066 |899 || 80,7 | 115 || 29,8 |112 |—3 | —261 
4 wie? i 137,7 | 515 61,5 | 230 | 60,9 |228 |—2 | —087 
5 | 88,2 (3295) 150 562 | 61,5 230 61,8 23825/42,5 + 1,08 
6 || 88,9 | 382 1193 447 30,7 115 30,4 | 118,6)—1,4) — 1,21 
74 92.85 | 347 123,9 463 30,7 115 | 31,05 116 | +1 + 0,87 
Genel + 154.8 5785 61,5 230 61,95 2381,5,4-1,5 + 0,66 





oft zu niedrig, als ob ein 
gerissen ware. 


Teil des Natriums durch den Niederschlag mit 
In so ausgefiihrten Zusatzversuchen erhalt man etwa 5 bis 
10°, zuviel Natrium, wahrscheinlich deswegen, weil in Anwesenheit von 
mehr NaCl ein kleinerer Teil der Gesamtmenge vom Niederschlag mit- 
gerissen wird. Da durch Zugabe anderer Elektrolyte und durch andere 
MaBnahmen dieser Fehler nicht in geniigender Weise zu beheben ist, halten 
wir dieses EnteiweiBungsmittel fiir die Na-Bestimmung fiir nicht geeignet. 
Der normale Kaliumgehalt des Serums stért nicht. Erst bei er- 
heblich héheren Konzentrationen (etwa 1 cem n/20 KCl im Reaktions- 
gemisch) ist eine geringe Steigerung des Na-Wertes bemerkbar. 


Zusammenfassung. 


Die Barber-Kolthoffsche gravimetrische Natriumbestimmung ist 
schnell und einfach ausfiihrbar, wenn man als Filter geeignete Papier- 
scheibchen verwendet und die Wagung an einer Federtorsionswaage 
vornimmt. 

Im Blutserum erhailt man unter Verwendung von Trichloressig- 
siure richtige, von Uranylacetat meistens unrichtige Additionswerte. 


Literatur. 
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Untersuchungen 
iiber die Einwirkung von Kurzwellenbestrahlung auf Enzyme. 
I. Mitteilung: 
Untersuchungen an Diastase. 
Von 
Konrad Kosieradzki. 

(Aus der Physikalisch-Medizinischen Abteilung des Physiologischen Instituts 
im Allgemeinen Krankenhaus in Wien und aus dem Mikrobiologischen 
Institut von Prof. Pribram in Wien.) 

(Eingegangen am 31. Juli 1936.) 

Mit 1 Abbildung im Text. 


Untersuchungen iiber den Einflu8 von Kurzwellen auf Enzyme 
nehmen bisher im Schrifttum einen bescheidenen Platz ein. Zu unter- 
scheiden sind Untersuchungen an freigelegten Enzymen von jenen 
an Enzymen im Lebewesen. 


Liebesny und Wertheim (5) haben in Versuchen mit Hefe gezeigt, daB 
unter dem EinfluB der 15-m-Welle eine beschleunigte Garung eintritt. 
Dieselben Forscher untersuchten den EinfluB von Kurzwellen auf die ver- 
zuckernde Kraft gewisser Pilze (Rhizopus Delamar, Mucor Rouxi und Mucor 
Boidin) und haben eine deutlich durch Jod nachweisbare Férderung der 
verzuckernden Kraft durch die 4-m-Welle und eine ausgesprochene Hem- 
mung durch die 15-m-Welle festgestellt. Bei Bestrahlung der reinen trockenen 
Diastase haben sie dagegen keinen EinfluB der Kurzwellen beobachtet. 

Mezadrolli und Vareton(6) haben eine Aktivitatssteigerung von 
Amylase in den mit 2- bis 3-m-Wellen bestrahlten Gerstensamen festgestellt. 
Nach Angaben dieser Verfasser hat die nach Bestrahlung wahrgenommene 
Aktivitat des Enzyms die héchsten Werte der Kontrollversuche itiber- 
schritten. 

Izar und Moretti (1) bestrahlten eine sterile Pepsinlésung in Ampullen 
und fanden eine starke Vergr6éBerung ihrer proteolytischen Wirksamkeit 
bei Gebrauch der 8-m-Welle, wahrend die Wirksamkeit der Lésung nach 
Bestrahlung mit der 4- oder 15-m-Welle unverandert blieb. Kérber (2) 
bestrahlte mit Hilfe eines Funkenstreckenapparates die Mischung von 
2 %iger Reisstarkel6sung mit Darrmalzauszug ; die Menge der aus der Starke 
erzeugten Maltose war in den Kontrollversuchen kleiner, woraus der Ver- 
fasser auf eine Aktivierung der Diastase durch Kurzwellen schloB. 


Wie wir aus der obigen Zusammenstellung sehen, befassen sich 
nur die Versuche von /zar und Moretti, sowie von Kérber mit dem EinfluB 
der Kurzwellen auf die Aktivitat der freien Enzyme. Die vorliegende 
Arbeit, die auf Anregung von Herrn Dozent Liebesny unternommen 
wurde, betraf zunachst die Untersuchung des Einflusses der Kurz- 
wellen auf Diastase, da, wie wir glauben, die Arbeit Adrbers 
dieses Thema aus folgenden Griinden nicht erschépft: erstens fihrte 
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Korber seine Versuche mit Hilfe eines Funkenstreckenapparates durch: 
nun zeigt aber die oben zitierte Arbeit von /zar und .Woretti, welche spezi- 
fische Rolle die Wellenlinge spielen kann. Ferner macht Kérber keine 
Angaben iiber die Temperaturanderungen, welche wahrend der Be- 
strahlung eintreten. Diese miissen aber bei Untersuchung eines fermen- 
tativen Prozesses unbedingt beriicksichtigt werden. 


Methodik. 


Wir arbeiteten mit einem Apparat von Marholt mit einer Leistung von 
100 bis 250 Watt. Die Bestrahlung mit Kurzwellen fiihrten wir teils wahrend 
der Verdauung der Starke durch Diastase, teils an der reinen Diastase, die 
erst nachtraglich zur Verdauung verwendet wurde, durch. Wir gebrauchten 
lésliche Kahlbaumsche Starke und reinste Mercksche Diastase. Die fermen- 
tative Kraft der Diastase untersuchten wir mit Hilfe der Windisch-Kolbach - 
Dietrichschen Methode. In zwei Kélbchen mit 2° jiger gepufferter Starke- 
l6sung von pu 4,9 im Wasserbad von 20°C temperiert, pipettierten wir 
0,2 °oige Diastaselésung und brachten die K6lbchen dann ins Kondensatorfeld. 
Wahrend der Bestrahlung, die bis zum Ende der Verdauung (30 Minuten) 
dauerte, wurde die Temperatur der Verdauungsfliissigkeit durch Kiihlung 
mit flieBendem Wasser konstant auf 20°C erhalten. Zwei andere K6lbchen 
mit derselben Mischung von Lésungen hielten wir im Wasserbad von 20° C. 
Nach einer halben Stunde unterbrachen wir die Verdauung mittels Natron- 
lauge, analog wie oben, und bestimmten den Reduktionswert der Ver- 
dauungsfliissigkeit, ausgedriickt in cem n/10 Thiosulfat, jodometrisch nach 
Willstatter und Schudel. 

Wir haben auf diese Weise Bestrahlungsversuche mit 2-, 4-, 10- und 
15 m-Wellen angestellt. Die Bestrahlung mit der 10- und der 15 m-Welle 
wurde bei kleiner und bei gro®er Feldstarke durchgefiihrt. In diesem 
zweiten Falle stieg die Temperatur der Verdauungsfliissigkeit trotz der 
Kiihlung, so daB es nétig war, im Kontrollversuch diese Steigerung der 
Temperatur mit Hilfe des Wasserbades nachzuahmen. Die Feldstiérke 
bemiihten wir uns bei verschiedenen Wellenlangen auf derselben Héhe zu 
erhalten, indem wir ein Neonlimpchen als Indikator gebrauchten. Wir 
nahmen die Feldstiarke als identisch (selbstverstandlich nicht absolut) dann 
an, wenn das Neonlampchen, immer in denselben Punkt und bei der gleichen 
Lage eingesetzt, eben zu glimmen anfing. Bei kleiner Feldstirke war der 
Abstand des Limpchens von einer der Elektroden — 11 em, bei groBer 

40cm *. 

Um einen eventuellen EinfluB8 des schwachen Feldes in der Nachbar- 
schaft des tatigen Apparates auszuschlieBen, waren die fiir den Kontroll- 
versuch bestimmten Lésungen in einem geerdeten, eisernen Kafig auf- 
bewahrt. Vor der Ausfiihrung der eigentlichen Versuche fiihrten wir immer 
Temperaturvorversuche durch, bei welchen wir die Temperatur der Ver- 
dauungsfliissigkeit beim Gebrauch der bestimmten Wellenlinge und Feld- 


* Dies kann als geniigend genau gelten, wenn wir annehmen, dab die 
Ziindspannung des Neonlimpchens von der Frequenz unabhangig ist, was 
bisher physikalisch nicht geklart ist, und wenn die gebrauchten Wellen- 
langen gegen den Abstand des Limpchens von der Elektrode ziemlich 
groB sind. 
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stirken beobachteten und die Kiihlungsapparatur dementsprechend 
regulierten. 
Ergebnisse der Versuche. 
1. Der EinfluB von Temperaturunterschieden auf das Resultat der Starke- 
verdauung. 


Um eventuelle Unterschiede der Ergebnisse bewerten zu kénnen, 
wurde dieselbe Starkel6sung mit derselben Diastaselésung zweimal bei 
verschiedenen Temperaturen verdaut und zwar bei 20° und bei 21°. 


Tabelle I. 








Temperatur Titration in cem 
oC n/10 Thiosulfat 
20 Kolbchen 1 10,225 
” 2 10,225 
21 = 3 10,525 
ag 10,550 


Der Unterschied in cem n/10 Thiosulfat betrug 
also bei den hier gewahlten Temperaturunterschieden 





ungefahr 3%. 











2. Bestrahlung der Verdauungs{liissigkeit mit der 4-, 10- 





und 15-m-Welle bei geringer Feldstarke. 





z 
Abmessungen der Elektroden und der Ge- | 
faiBe siehe Abbildung. Die Kiihlung wahrend der ' 
Bestrahlung wurde mittels flieBenden Wassers von 
. Mabe incm 
20° C ausgefiihrt. 
Abb. 1. 
Tabelle II. 
Wellenlinge .... 4m 10m | 15m 
HGOIMUN@ «se we 16 Volt 12,5 Volt 12,5 Volt 
Anodenstrom.... 75 Milliamp. 25 Milliamp. | 23 Milliamp. 
Unbestrahlte { 1 10,450 | 10,525 10,450 
Titration in cem Kélbchen | 2 10,450 | 10,525 10,475 
n/10 Thiosulfat Bestrahlte {3 10,500 | 10,500 10,450 
Kélbchen | 4 10,500 10,525 10,450 


Wie sich aus Tabelle II ergibt, sind die Titrationen der bestrahlten 
und der unbestrahlten Verdauungsfliissigkeiten fast identisch. Die ganz 
geringen Unterschiede liegen vollkommen in den Grenzen der methodi- 
schen Fehler. Diese Resultate beweisen, daB unter den genannten 
Bedingungen die Bestrahlung gar keinen EinfluB auf den fermentativen 
ProzeB ausgeiibt hat. Wenn wir beriicksichtigen, welchen Unterschied 
in der Menge der erzeugten Maltose schon 1° C Temperaturunterschied 
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ausmacht, kénnen wir annehmen, daB die Kiihlungsanordnung in den 
Versuchen sich bewahrt hat. Es sei noch bemerkt, daB spezielle Versuche, 
die wir mit denselben Lésungen, aber ohne Kihlung ausgefihrt haben, 
ergaben, daB sich die Verdauungsfliissigkeit bei der genannten kleinen 
Feldstarke durch die 4-m-Welle waihrend 25 Minuten bei einer Um- 
gebungstemperatur von 12° um 1°C erwarmte, durch die 10-m-Welle 
aber in derselben Zeitdauer bei einer Umgebungstemperatur von 14° 
um 1,5°C, 


3. Bestrahlung der Verdauungs{ltissigkeit mit der 10- und 15-m-Welle bei 
groperer Feldstarke. 

Zur Kiihlung benutzten wir in diesem Falle flieBendes Wasser von 
15°C; die Temperatur wurde in einem der bestrahlten Kélbchen alle 
5 Minuten gemessen. Bei der 10-m-Welle stieg sie von 20 auf 24!/,° C, bei 
der 15-m-Welle erreichte sie dieselbe Héhe, aber etwas langsamer. Die in 
den bestrahlten Kélbchen festgestellte Temperatur wurde dann in Kontroll- 
versuchen mit Hilfe des Wasserbades genau nachgeahmt. 


Tabelle III. Temperatur der Verdauungsfliissigkeit wihrend der 

















Bestrahlung. 

Be- p Temperatur Be- , Temperatur 
strah- Ver- in den Kélbehen strah- Ver- in den Kélbchen 
lungs- | dauungs- lungs- | dauungs- 

zeit sn Welle 10m Welle 15m] zeit — Welle 10m Welle 15m 

Min. Min. °C 06 Min. Min. °C oC 

0, 0-5 || 20 20 15 20 241), 233), 
5 10 || 23%, 91), 20 25 241), 241), 
10 15 || 24 23 25 30 241), 241), 
Tabelle Illa. 
Wellenlinge ... 2-2. eee 10m | 15m 
Heigunmg 2 sw cette ww es 16 Volt 15'/, Volt 
Anddenstrom.. . . 21+ ss. 65 Milliamp. 85 Milliamp. 
Unbestrahlte { 1 9,850 9,850 
ee cain ee Q R95 c 
Titration in cem n/10-Thio- Kélbchen = | 2 9,825 9,875 
sulfat Bestrahlte {3 9,725 9,8625 
Kélbchen 4 9,825 9,9625 


Es konnte also auch in diesen Versuchen kein EinfluB8 der Be- 
strahlung festgestellt werden. Die Titrationszahlen sind hier kleiner 
als bei den vorausgehenden Versuchen, was einer gréBeren Menge 
gebildeter Maltose entspricht. Dies entspricht der Temperatursteigerung 
wihrend des Versuchs. Die etwas kleineren Titrationen beim Gebrauch 
der 10-m-Welle riihren daher, daB bei dieser Welle die Temperatur 
etwas schneller stieg. Die Ubereinstimmung der Ergebnisse zeigt 
deutlich, daB die gewahlte Methodik geniigend genau war. Obwohl die 
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Erwarmung der bestrahlten Verdauungsfliissigkeit auf andere Weise 
als im Kontrollversuch stattfand, war der Effekt doch identisch. Wenn 
wir also unter analogen Bedingungen ein positives Ergebnis feststellen, 
so kénnen wir dies mit Bestimmtheit als spezifische Wirkung der Kurz- 
wellen auffassen. Die Ergebnisse zeigen, da unsere Methodik geeignet 
ist. Ihre Brauchbarkeit bei Versuchen mit Bakteriensuspensionen ist 
bekanntlich in der Arbeit von Dora Kulka (4) mit Hefe bewiesen worden, 
welche spater eine theoretische Bestatigung in mathematischen Be- 
rechnungen von Krasny fand (3). 


4. Bestrahlung mit der 2-m-Welle. 


Die Bestrahlung mit der 2-m-Welle haben wir mit Hilfe eines nach 
Angaben von Dozent Liebesny von der Firma Marholt erzeugten Apparates 
mit einer Leistung von etwa 20 Watt ausgefiihrt. Wir haben hier keine 
Kiihlung benutzt, weshalb die Temperatur der Verdauungsfliissigkeit von 
19 auf 23'/,°C stieg. Im Kontrollversuch haben wir diese Temperatur- 
steigerung genau nachgeahmt. 

Elektrodenabstand: 12 em, Elektrodendurchmesser: 10 em, Heizung: 
7,5 Volt, Anodenstrom: 90 Milliamp. 


Tabelle IV. 





Titration in cem Titration in cem 


n/10 Thiosulfat n/10 Thiosulfat 
Unbestrahlte 1 10,375 Bestrahlte {3 10,375 
Kélbchen 2 10,375 K6lbchen \4 10,400 


5. Bestrahlung der Diastaselésung. 

Da die Bedingungen der Bestrahlung reiner Diastase sich wesentlich 
unterscheiden von denen bei Bestrahlung der Verdauungsfliissigkeit, 
haben wir auch noch die Bestrahlung der reinen 0,2 igen Diastase 
mit der 10-m-Welle durchgefiihrt. Wir bestrahlten sowohl unter Aus- 
schluB des Warmeeffekts 30 Minuten, als auch mit groBer Feldstarke 
und derartiger Elektrodenanordnung, daB die Temperatur, der durch 
flieBendes Wasser von 8° C gekiihlten Diastase waihrend 1 Stunde von 
8° auf 35°C stieg. In beiden Fallen erwies sich die Wirksamkeit der 
bestrahlten Diastase als identisch mit der von unbestrahlter. 


Zusammenfassung. 

1. Die Bestrahlung von Diastase in Mischung mit gepufferter 
Stirkelésung mit 2-, 4-, 10- und 15-m-Wellen iibt weder bei kleiner 
noch bei groBer Feldstarke einen EinfluB auf die Aktivitat des Ferments 
aus, wenn Warmeeffekte ausgeschlossen werden. Diese Feststellung 
steht in Ubereinstimmung mit den einschligigen Versuchen von Liebesny 
und Wertheim. 
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2. Die Bestrahlung von 0,2 °,iger Diastaselésung durch die 10 m- 
Welle, sei es bei schwacher Feldstarke waihrend 30 Minuten, sei es 
wihrend | Stunde bei groBer Feldstarke, bewirkt keinen EinfluB auf 
die verzuckernde Kraft der Diastase. 

3. Unsere Resultate beweisen, daB der durch Liebesny und Wertheim 
gefundene positive (4m) und negative (15m) EinfluB von Kurzwellen 
auf die verzuckernde Kraft gewisser Pilze nicht von der Wirkung auf 
das Enzym selbst, sondern von einem EinfluB auf das Wachstum der 
Pilze, bzw. auf die Erzeugung des Enzyms durch dieselben herriihrt. 


Literatur. 
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Uber die Glykosidasen der Spalthefen (Schizosaccharomyceten). 
Von 
E. Hofmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1936.) 


Wie ich in einer lingeren Abhandlung iiber die Spezifitaét der 
Glykosidasen! schon gezeigt habe, machen sich die gr6Bten Schwierig- 
keiten geltend, sobald man mit meinen experimentellen Befunden 
und auch mit den Ergebnissen anderer Autoren die Ansicht in 
Kinklang bringen wollte, da die mannigfach beobachteten glyko- 
sidatischen Wirkungen auf einige wenige Carbohydrasen zuriickzu- 
fiihren seien. Insbesondere habe ich dabei, wie auch schon in friiheren 
Arbeiten”, auf die Notwendigkeit hingewiesen, zur Klarung von Spezi- 
fitatsfragen Enzympraparate verschiedener Herkunft heranzuziehen: 
denn man gelangt zu Fehlschliissen, wenn man zu den Untersuchungen 
iiber einzelne spezifische Fermente dauernd Praparate aus den selben 
Organismen verwendet. Wie berechtigt diese Forderung ist, haben 
u.a. Untersuchungen iiber die Carbohydrasen verschiedener Spalthefen 
ergeben. 

Schon vor 2 Jahren® habe ich gezeigt, daB man Maltase und Saccha- 
rase voneinander trennen kann, wenn frische Hefe von Schizosaccharo- 
myces octosporus in Gegenwart von Toluol der Autolyse iiberlassen 
wird. Ks geht alsdann nur Maltase in Lésung, wahrend die Saccharase 
im Riickstand verbleibt. In einfachster Weise wurde so die Trennung 
zweier wichtiger Fermente méglich, wie sie bis dahin noch nicht gelungen 
war. Die in letzter Zeit behauptete Identitat beider Fermente wurde 
damit zugleich widerlegt. 

Inzwischen habe ich nun die wichtigsten Carbohydrasen der drei 
bis heute beschriebenen Spalthefen (Schizosaccharomyces octosporus, 
Schizos. Pombe und Schizos. mellacei) ausfiihrlicher untersucht. Alle 
drei Hefen enthalten Maltase und «-Methyl-glucosidase, die ein pu- 
Optimum von etwa 4,5 besitzen 4, wahrend die entsprechenden Enzyme 
der gewohnlichen Kulturhefen ihre giinstigste Wirkung bei einer Wasser- 
stoffionenkonzentration von px = 6,2 bis 6,8 entfalten. 

R. Willstdtter und Mitarbeiter haben in zwei umfangreichen Unter- 
suchungen die Frage nach der Identitét von Maltase und «-Glucosidase 

! E. Hofmann, diese Zeitschr. 285, 429, 1936. —- 2? C. Neuberg u. E. Hof- 
mann, ebenda 256, 450, 1932; 281, 431, 1935; FE. Hofmann, ebenda 256, 462, 
1932; 267, 309, 1933; 272, 426, 1934. — 3 FE. Hofmann, ebenda 272, 417, 
1934. — 4 BE. Hofmann, ebenda 275, 320, 1935. 
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behandelt. Wahrend sie in der ersten Veréffentlichung! beide Fermente 
fiir spezifisch und verschieden erachteten, wurde in einer weiteren 
Abhandlung? die Identitaét beider Enzyme angenommen, und zwar 
deshalb, weil verschiedene Fermentpraparate aus Kulturhefen Maltose 
und «-Glucoside ungefahr im gleichen Verhaltnis zerlegen. Die unten 
beschriebenen Versuche tun dar, daB die Fermentpraparate aus Spalt- | 
hefen sowohl Maltose als auch «-Methyl-glucosid hydrolysieren, doch 
ist die Einwirkung auf das Glucosid so viel schwiacher, daB die Identitat 
von Maltase und «-Methyl-glucosidase immer noch nicht bewiesen er- 
scheint ®. 


Die drei Spalthefen enthalten auch Saccharase, Schizosaccharo- 
myces Pombe und Schizosaccharomyces mellacei sogar besonders viel. 
Alle Saccharasepraparate der drei genannten Hefen zerlegen gleich- 
zeitig Raffinose, und zwar lediglich in Fruktose und Melibiose. Dieses 
letztere entstehende Disaccharid wird nicht, oder wenigstens nicht 
meBbar angegriffen. R. Kuhn* hat diese Art der Zerlegung von 
Raffinose untersucht, und fiihrt sie auf das gleiche Enzym zuriick, das 
die Zerlegung von Rohrzucker besorgt. Diese Ansicht ist einleuchtend 
angesichts der Struktur der Raffinose, die nach C. Neuberg® als Saccha- 
rose-galaktosid gelten muB. Die Untersuchung der Zerlegung von 
Rohrzucker und Raffinose durch Praparate aus Spalthefen laBt eben- 
falls den SchluB zu, daB beide Substrate von ein und demselben Ferment 
hydrolysiert werden. Beide Zucker werden im gleichen Verhaltnis 
gespalten, wie es bei Praparaten aus Kulturhefen obwaltet. Da im 
Falle der Raffinosespaltung lediglich der Rohrzuckeranteil zerlegt wird, 
nicht aber die dabei entstehende Melibiose, da ferner die verwendeten 
Fermentpraparate gleichzeitig ein kraftig auf Maltose wirksames Enzym 
enthalten, kommt die Identitat von Maltase und Melibiase (d. h. einer 
speziellen «-Galaktosidase) nicht in Frage. 


Versuche. 


Zur Gewinnung der benétigten Fermentpraparate wurden die drei 
genannten Spalthefen auf Bierwiirze-Agar in groBen Petri-Schalen heran- 
geziichtet und durch Abschwemmen mit sterilem Leitungswasser sowie 
durch Zentrifugieren isoliert. 

Wiasserige Suspensionen der frischen Hefen wurden alsdann in Gegen- 
wart von Toluol (1 Teil Hefe in 3 Teilen Wasser + 3° Toluol) der Autolyse 
iiberlassen. Das Gemisch wurde nach 24stiindiger Digestion bei Zimmer- 
temperatur durch Zentrifugieren von den ungelésten Zellresten befreit. 


' R. Willstdtter u. W. Steibelt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 115, 199, 


1921. — 2? R. Willstdtter, R. Kuhn u. H. Sobotka, ebenda 134, 224, 1924. 
3 BE. Hofmann, diese Zeitschr. 285, 429, 1936. — 4 R. Kuhn, Zeitschr. 


f. physiol. Chem. 125, 28, 1923. — 5 C. Neuberg, diese Zeitschr. 8, 519, 1907. 
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Kin anderer Anteil der frischen Hefen wurde durch Ausstreichen auf 
fontellern und Aufbewahren im Vakuumexsikkator in Trockenpraparate 
ibergefiihrt, die direkt als Enzymmaterial benutzt wurden. 


Alle Ansaitze kamen nach Zugabe von Toluol in den Thermostaten 
von 37°. An filtrierten Proben wurde zu Beginn sowie in gewissen Zeit- 


abstanden die optische Drehung bestimmt und so der Verlauf der Ferment- 


wirkung verfolgt. Soweit in den Ansaitzen reduzierende Zucker als Substrat 
verwendet worden sind, erfolgte der Zusatz derselben in Form 10 °,iger 
Losungen, die keine Mutarotation mehr aufwiesen. 


1. Ansitze mit Fermentpriparaten aus Schizosaccharomyces 
octosporus. 


a) Mit Autolysensaft von Schizos. octosporus. 


Ansatz 1: 5cem Autolysensaft + leem n Acetatpufferlésung, pu = 5,0, 
+ 14cem H,O. 
2: wie 1, + 0,2 g Maltose (CyygH..0,, . H,O). 
3: wie 1, + 0,15 g x«-Methyl-glucosid. 
me 4: wie 1, + 0,2 g¢ Rohrzucker. 
5: wie | 0,2 ¢ Raffinose (C,,H .0,,.5 H,O). 
6: wie | 0,2 ¢ x-Phenol-d-galaktosid. 


Tabelle I. 





« im 1 dm-Rohr nach sence hte iene in %o 
Ansatz [-——————— aes -—- a 

0 Std. 24 Std. 48 Std. 24 Std. 48 Std. 24 Std. 48 Std. 

1 0,0° 0,0° 0,0° 0,0° 0,08 _— oe 

2 + 1,32 + 0,65 + 0,65 0,67 0,67 85,5 85,5 

3 + 1,21 + 1,18 1,11 0,03 0,10 3,6 12,0 
+ + 0,65 + 0,65 + 0,65 0.0 0.0 0.0 0.0 

5 + 1,02 + 1,00 + 1,01 0.0 0,0 0.0 0,0 
6 + 2,10 + 2,08 + 2,08 0,0 0,0 0,0 0.0 


Wie ersichtlich, ist keine Invertinwirkung fiir den Saft festzustellen. 
Er zerlegt Maltose glatt, «-Methyl-d-glucosid schwach und «-Phenol- 
d-galaktosid nicht. 


b) Mit Trockenhefe von Schizos. oct. 


Ansatz 1: 0,2 ¢ Trockenhefe + leem n Acetat-pufferlésung, py 5,0, 
19cem H,O. 


Z 2: wie l, 0,2 ¢ Maltose. 
3: wie 1, + 0,15 g «-Methyl-glucosid. 
es 4: wie | 0,2 ¢ Rohrzucker. 
~ 5: wie 1, + 0,25 ¢@ Raffinose. 
l 


0,2 ¢ Melibiose (Cy,H,.0,, . 2 H,O). 
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Tabelle II. 
«ten 2dmsRohr wech ae ~~ patie cian in %, 
mini ‘ ee — ne nen oe 
0 Std. 41/. Std. 22 Std. || 41/p Std. 22 Std.  41/y Std. | 22 Std. 
1 + 0,029 +0,02° + 0,02° 0.09 0,00 ea is 
2 + 1,34 + 0,73 + 0,65 0,61 0,69 78,2 88,4 
3 + 1,22 + 1,17 + 1,10 0,05 0,12 6,0 14,5 
4 + 0,68 + 0,48 + 0,20 0,20 0,48 24,1 54.6 
5 + 1,34 + 1,24 + 1,20 0,10 0,14 15,6 21,8 
6 + 1,30 + 1,29 + 1,29 0,0 0,0 0,0 0,0 


Es zeigt sich, dab die Trockenhefe Octosporus sowohl auf Saccha- 


rose als Maltose einwirkt. 
II. Ansitze mit Fermentpriparaten aus Schizosaccharom. Pombe. 


a) Mit Autolysensaft von Schizos. Pombe. 


Ansatz 1: 5cem Autolysensaft leem n Acetatpufferlésung, py = 5,0, 


+ 14cem H,0O. 











ei 2: wie 1, + 0,2 ¢ Maltose. 

‘ 3: wie 1, + 0,15 g x«-Methyl-glucosid. 

» 4: wie 1, + 0,2 ¢ Rohrzucker. 

» 5: wie 1, + 0,25g Raffinose. 

Tabelle III. 
«@ im 1 dm-Rohr nach eta Sue an ——— in 9; 
Ansatz | - fe "aceon | ie Seamer Yona 
0 Std. 4 Std. 48 Std. 4 Std. 48 Std. 4 Std. 48 Std. 

1 0,0° +- 0,02® + 0,02° 0,02° 0,02° — - 

2 +130 4090 +0,75 0,40 0,55 51,3 70,8 

38 +1,20 +1,20 +41,15 0,00 0,05 0,0 6,0 

4 +0,70 +032 —0,10 0,38 0,80 34,0 88.8 
"5 +130 4110 +0,95 0,20 0,45 28,1 67,3 

Trotz weitgehender Zerlegung von Maltose wurde «-Methy!- 


glucosid auch durch Autolysensaft aus Pombehefe nur sehr wenig 
angegriffen. Die filtrierte Lésung vom Ansatz 3 reduzierte, entsprechend 
der geringen Drehungsainderung, selbst nach 48 Stunden nur ganz 
schwach Fehlingsche Mischung. 


b) Mit Trockenhefe von Schizos. Pombe. 


Ansatz 1: 0,1 g Trockenhefe + leem n Acetatpufferlésung, pu 5,0, 
19cem H,O. 
2: wie 1, + 0,2 g¢ Maltose. 
3: wie | 0,15 g¢ «-Methyl-glucosid. 
» #2 WrIe-4, 0,2 ¢ Rohrzucker. 
oo “ewes! 0,25 ¢ Raffinose. 
» 6: wie 1, + 0,2g Melibiose. 
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Tabelle IV. 
@ im 1 dm-Rohr nach Reenannpnenrn ane: | 
Ansatz =anni Gneeaeseeenen | Wie ———__—____—— —— 
0 Std. 3'/> Std. 20 Std. 31/5 Std. 20 Std. 3'y Std. 20 Std. 
1 +0,10°' + 0,10° + 0,109 0,0° 0,0° — - 
2 + 1,40 + 0,70 + 0,65 0,70 0,75 89,9 96.3 
8 + 1,30 + 1,10 + 0,85 0,20 0,45 24,1 45,0 
4 + 0,75 + 0,04 — 0,04 0,71 0,79 81,9 89,7 
5 + 1,30 + 1,05 + 0,68 0,25 0,62 39,0 97,6 
6 + 1,38 -+ 1,38 + 1,35 0,00 0,03 0,0 0.0 
Ill. Ansitze mit Trockenhefe von Schizos. mellacei. 
Ansatz 1: 0,2 g¢ Trockenhefe + leem n Acetatpufferlésung, pH = 5,0, 
19cem H,O. 
» 2: wie 1, + 0,2 g Maltose. 
» 3: wie 1, + 0,15g «-Methyl-glucosid. 
4: wie 1, + 0,2 g¢ Rohrzucker. 
5: wie 1, + 0,25¢ Raffinose. 
Tabelle \V 
@ im 1 dm-Rohr nach eee: ~ “Eptie a Me 
)\ | || lt CE ee ’ wad = — eee 
0 Std 21/2 Std. 24 Std. 21/2 Std. 24 Std. 21/ Std. 24 Std. 
1 + 0, . +0,20° + 0,20° 0,020 0,02° oa -- 
2 +14 + 0,80 + 0,70 0,68 0,78 87,2 97,4 
3 + 1,4 + 1,26 + 0,90 0,19 0,55 22,1 63,8 
4 + 0, ‘1 + 0,08 + 0,05 0,73 0,76 80,7 84,2 
5 +1 + 1,05 + 0,95 0,49 0,50 62,5 74.8 








Uber den Hefegummi und das Glykogen der Hefe. 
Von 
F. Stockhausen und K., Silbereisen. 
(Aus dem Institut fiir Giairungsgewerbe in Berlin.) 


(Eingegangen am 5, August 1936.) 


Nachdem friiher von uns! der Hefegummi als ausschlaggebende1 
Faktor in einem besonderen Falle der Hefeflockung erkannt worden 
war, beschaftigten wir uns in der Folge eingehender mit den quanti- 
tativen Kohlenhydratverhaltnissen in der Hefe. Unsere Untersuchungen ” 
an verschiedenen Heferassen fiihrten zu dem Ergebnis, daB — gleiche 
Ziichtungsbedingungen vorausgesetzt bei den untergiarigen Brauerei- 
hefen immer die héhervergirende ,,Staubhefe*‘ den niedrigeren Hefe- 
gummigehalt und umgekehrt die niedrigervergirende ,,Bruchhefe* 
den héheren Hefegummigehalt aufweist. Die einzelnen Unterschiede 
sind jedoch zu gering, als daB der Gehalt an Hefegummi eine Charak- 
terisierung untergdriger Brauereihefen hinsichtlich ihres Flockungs- 
vermogens bzw. ihrer Vergérungseigenschaften méglich machen kénnte. 
Auch beim Vergleich von Brauerei-, Wein- und Backerhefen unter- 
einander konnten keine eindeutigen Beziehungen zwischen dem Hefe- 
charakter und dem Polysaccharidgehalt ermittelt werden. Allerdings 
scheinen sich die genannten drei Heferassen im Hefegummigehalt, ohne 
tiicksicht auf ihre Flockungs- und Vergiarungseigenschaften, insofern 
voneinander zu unterscheiden, als die Brauereihefen mit etwa 4 bis 
6°, Hefegummi in Trockensubstanz an unterster Stelle stehen. Dann 
folgen die Weinhefen mit etwa 7,5 bis 8,5°%, und schlieBlich die Backer- 
hefen mit sehr hohem Hefegummigehalt von bis zu 13°. Was das 
Glykogen betrifft, so konnten hier keine eindeutigen Beziehungen 
festgestellt werden. 

Die friiheren Versuchsergebnisse anderer Autoren?, die auf Grund 
von Glykogenbestimmungen erzielt worden sind, sowie die Schlub- 
folgerungen, die aus solchen Bestimmungen gezogen wurden, erscheinen 
fast insgesamt als ziemlich wertlos. Mit wenigen Ausnahmen basieren 
alle friiheren Glykogenbestimmungen in Hefe auf der klassischen, von 
Pfliger fiir tierisches Glykogen ausgearbeiteten Methode. Bei de: 
Ubertragung dieses Verfahrens auf Hefe ist meist iibersehen worden. 
daB bei der Alkaliextraktion der Hefe gleichzeitig mit dem Glykogen 
auch der Hefegummi mit extrahiert und als Glykogen mit bestimmt wird. 


! Stockhausen u. Silbereisen, Wochenschr. f. Brauerei 41, 349, 1933. — 
2 Dieselben, ebenda 88, 257, 1935. 
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Wenn man sich nun vor Augen halt, dab der Hefegummigehalt einer 
Hefe bis zu 13 °%, betragen kann, so ist ohne weiteres verstandlich, wie 
problematisch solche Glykogenbestimmungen ohne vorherige Ent- 
fernung des Hefegummis erscheinen miissen. Denn dem Hefegummi 
kommt doch mit Bestimmtheit eine, wenn auch noch nicht bekannte, 
so doch ganzlich andere Rolle in der Hefe zu als dem Reservekohlen- 
hydrat Glykogen, wie u. a. auch von uns! experimentell belegt werden 
konnte. Wahrend unter Hungerbedingungen der Hefe das Glykogen 
als Nahrstoffquelle dienen kann, ist dieses beim Hefegummi nicht der 
Fall. Den obengenannten Umstainden wurde bei unseren Versuchs- 
anstellungen Rechnung getragen, jedoch sind wir uns vollig dariiber 
im klaren, daB auch unsere Hefegummi-Glykogen-Bestimmungsmethode 
noch keineswegs als véllig befriedigend angesehen werden kann. Beziig- 
lich der Bestimmung des Hefegummis bestehen wohl keine Bedenken, 
aber an der Zuverlassigkeit der Glykogenbestimmung kénnten doch 
berechtigte Zweifel gehegt werden. Denn es besteht keine Garantie, 
ob die bei der Hydrolyse entstehende Glucose tatsidchlich restlos aus 
Glykogen stammt oder ob nicht etwa ein mehr oder weniger grober 
Anteil dieser Glucose aus anderen bisher unbekannten Polysacchariden 
in der Hefe entstanden sein kénnte. Die Wahrscheinlichkeit fiir das 
Zutreffen letzterer Annahme ist sehr groB, da wir glauben, in einer 
bestimmten Heferasse an Stelle des Glykogens ein anderes Polysaccharid 
gefunden zu haben, iiber das wir spater berichten wollen. 
Kiirzlich sind Sevag, Cattaneo und Maiweg* auf Grund ihrer Studien 
., liber die Natur der Hefe-Polysaccharide*‘ zu dem Ergebnis gekommen, 
daB bei den bisherigen Darstellungen von Polysacchariden aus der 
Hefe so eingreifende Mittel benutzt wurden, da mit chemischen Ver- 
iinderungen der Kohlenhydratnatur gerechnet werden miisse. Nach 
Ansicht der genannten Autoren ist es unméglich, bei Anwendung von 
Lauge oder Saure als Extraktionsmittel ,,aus dem Zellmaterial ein 
Kohlenhydrat zu isolieren, das keine tiefgreifenden Verainderungen 
erfahren hat. Durch die Alkalibehandlung wird die Acetylgruppe ab- 
gespalten und das Kohlenhydrat kann einem Abbau oder anderen 
Umwandlungen unterliegen“*. Nach Sevag und Mitarbeitern ist ,,das 
Hefe-Polysaccharid** als vollstandig mit Wasser extrahierbar anzusehen, 
wenn die Wasserextraktion lange genug fortgesetzt wird. Die von 
Salkowski* beschriebenen Substanzen, ,,Hefe-Gummi‘, ,, Hefe-Cellulose** 
oder ,,Hefe-Glykogen** sollen in der Hefe wahrscheinlich gar nicht 
vorhanden, sondern erst durch die eingreifenden Jsolierungsmethoden 
1 Stockhausen u. Silbereisen, Wochenschr. f. Brauerei 38, 257, 1935. — 
* Dieselben, ebenda 19, 145, 1935. — 3% Ann. Chem. 519, 111, 1935. — 
“ Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 27, 497 u. 3325, 1894; Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 31, 305, 1900/01; 69, 466, 1910; 92, 75, 1914. 
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aus dem urspriinglichen Hefe-Kohlenhydrat entstanden sein. Aus dem 
gleichen Grunde soll auch die Hefe-Polyose von Zechmeister und Téth' 
ein kiinstliches, der natiirlichen Hefe fremdes Produkt darstellen. 
Inzwischen haben Zechmeister und Toth? das Vorhandensein ihrer Polyose 
erneut unter Beweis gestellt. 

Durch diese Feststellungen von Sevag und Mitarbeitern waren 
auch unsere friiheren Versuchsergebnisse insofern in Frage gestellt, 
als wir ja bei simtlichen Bestimmungen die Extraktion der Hefe mit 
65°, heiBer KOH durchgefiihrt hatten. Dies veranlaBte uns, das 
Vorhandensein von Hefegummi und Glykogen und deren Identitit 
mit den bei der Alkaliextraktion gewonnenen Produkten einer Nach- 
priifung zu unterziehen. 

Fir das Vorhandensein von Hefegummi und Glykogen in der ur- 
spriinglichen Hefe sprechen u. a. folgende Feststellungen: 1. Es wurde 
bereits friiher® gezeigt, daB beim Aufbewahren von zur Befreiung 
von irrefiihrenden Schmutzstoffen kurz alkalisch-gewaschener Brauerei- 
hefe (0,3°% Soda, 0,15°%, Alkali) in destilliertem Wasser Hefegummi 
und Glykogen in die AuBenfliissigkeit diffundieren. In dem ,,Hefe- 
“* waren beide Polysaccharide isoliert und identifiziert worden. 
Die Extraktion der Hefe war in diesem Falle lediglich mit destilliertem 
Wasser ohne Anwendung irgendwelcher chemischen Reagenzien be- 
werkstelligt worden. Aber auch ohne vorherige alkalische Wasche der 
Hefe diffundiert der Hefegummi z. B. schon nach zweitagigem Auf- 
bewahren der Hefe unter destilliertem Wasser bei Zimmertemperatur 
in recht betrachtlichen Mengen in die Aufenfliissigkeit*. 2. Der 
Glykogennachweis in der lebenden Zelle mit Jodlésung ist allgemein 
bekannt. Nach ,,Mastung‘* der Hefe in 20°%iger Rohrzuckerlésung 
kann die Glykogenanreicherung an Hand der Farbintensitaétszunahme 
der Jodreaktion leicht demonstriert werden. Allerdings behaupten 
auch Sevag und Mitarbeiter, da8 ihr ,,urspriingliches‘’ Polysaccharid 
mit Jodlésung eine der Glykogenjodreaktion ahnliche tief rotbraune 
Firbung ergibt. 3. Die Arbeiten von Willstdtter und seiner Schule® 
iiber die Freilegung der Hefesaccharase durch Proteinase oder Amylase 
haben gezeigt, daB bei dieser enzymatischen Einwirkung auf die Hefe- 
zellwand reichlich Hefegummi in Lésung geht. Auch Kraut, Eichhorn 
und Rubenbauer® haben sich bereits fiir eine chemische Identitat des 
durch enzymatischen Abbau dargestellten Hefegummis und des Salkowsk:- 


wasselr 


! Diese Zeitschr. 270, 309, 1934. — 2? Ebenda 284, 133, 1936. 
3 Stockhausen u. Silbereisen, Wochenschr. f. Brauerei 41, 349, 1933. - 
4 Dieselben, ebenda 86, 281, 1936. — 5 Ann. Chem. Pharm. 425, 1; 427, 111. 


1921; Zeitschr. f. physiol. Chem. 209, 38, 1932; Grassmann u. Peters, ebenda 
204, 135, 1932. — ® Ber. d. deutsch. chem. Ges. 60, 1644, 1927. 
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schen Hefegummis ausgesprochen. 4. Beim UbergieBen von Hefe mit 
Fehlingscher Lésung nehmen die Zellen sofort die blaulich-violette 
Farbe an, wie sie fiir das Kupfersalz des Hefegummis charakteristisch ist. 

Experimentell glauben wir den Nachweis von Hefegummi und 
Glykogen in der Hefe und die Gleichartigkeit dieser Kohlenhydrate 
mit den bei der Alkaliextraktion anfallenden Produkten durch die 
nachstehend geschilderten Versuche erbracht zu haben. 


Tierisches Glykogen und Hefegummi wurden mit heiBer 65 °,iger 
KOH behandelt und die nach dieser Behandlungsweise gewonnenen 
Produkte mit den urspriinglichen Praparaten verglichen. Als Glykogen 
wurde ein tierisches Praparat der Firma Schering-Kahlbaum verwendet, 
weil die Gewinnung geniigenden Materials aus Hefe auBerordentlich 
schwierig und zeitraubend ist, und zumal die Identitét der beiden 
Glykogene verschiedenen Ursprungs als hinreichend bewiesen gelten 
kann. Der Hefegummi wurde iiber die Cu-Verbindung dargestellt, 
aber diesmal nicht durch alkalische Extraktion, sondern aus Hefe- 
preBsaft (siehe experimenteller Teil). Dieser Hefegummi war also 
mit aufspaltenden Chemikalien iiberhaupt nicht in Berihrung gekommen. 
Von den unbehandelten und den mit Alkali behandelten Praparaten 
wurde das spezifische Drehungsvermégen sowie die bei der HCl-Hydro- 
lyse gebildete Glucose bestimmt. Sowohl beim Hefegummi als auch 
beim Glykogen zeigte sich eine so weitgehende Ubereinstimmung der 
einzelnen Werte bei den unbehandelten und behandelten Praparaten, 
daB der SchluB gezogen werden kann, daB eine dreistiindige Einwirkung 
heiBer 65°%,iger KOH auf Hefegummi und Glykogen diese Stoffe 
praktisch nicht verandert. 

Ferner wurden Hefegummi und Glykogen einmal aus den alkalischen 
Hefeextrakten, das andere Mal aus HefepreBsaften isoliert und weit- 
gehend gereinigt. Um bessere Glykogenausbeuten zu erzielen, war die 
Hefe jedesmal erst in 20° ,iger Rohrzuckerlésung ,,gemiastet*' worden. 
Als Hefematerial wurde zur Isolierung von Hefegummi und Glykogen 
aus den Alkaliextrakten sowohl eine untergirige Brauereihefe als auch 
eine Backerhefe verwendet. Beider HefepreBsaftgewinnung beschrankten 
wir uns auf die Brauereihefe. Die Isolierung der Kohlenhydrate aus 
den PreBsiaften gestaltete sich natiirlich wesentlich schwieriger, weil 
hier noch das gesamte HefeeiweiB unveraindert vorlag, wahrend in den 
Alkaliextrakten das Eiweif schon weitgehend abgebaut war. 

Die Isolierung der Polysaccharide in den Alkaliextrakten erfolgte durch 
Ausfallen der Gesamtkohlenhydrate mit 70° igem Alkohol, Lésen des 
Niederschlags in Wasser und Ausfallen des Hefegummis als Cu-Verbindung 
durch Fehlingsche Lésung. Der Hefegummi kann dann nach dem Ab- 


filtrieren des Cu-Salzes, Zersetzen desselben mit HCl und wiederholtem 
Fallen mit Alkohol leicht in reinem Zustande erhalten werden. Das tief- 
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blaue Filtrat der Hefegummi-Cu-Fallung wurde mit Essigséiure neutralisiert 
und erschépfend dialysiert bzw. ultrafiltriert. Die letzten Cu-Spuren wurden 
elektrolytisch entfernt und das Glykogen durch Alkoholzusatz abgeschieden 
Durch wiederholtes Umfallen mit Alkohol aus wasserigen Lésungen wurd 
die Substanz rein erhalten. Die Glykogenausbeuten sind jedoch minima), 
so daB man von der vielfaéhen Hefe:znenge, wie bei der Hefegummiisolierung, 
ausgehen mu, um das fiir die Identifizierung nétige Glykogenmateria! 
zu erlangen. 

Der Hefegumminachweis im PreSsaft erfolgt leicht durch direkten 
Zusatz von Fehlingscher Lésung. Es entsteht hierbei sofort ein dicke: 
Niederschlag der Hefegummi-Cu-Verbindung. Dagegen reagiert de! 
PreBsaft mit Jodlésung merkwiirdigerweise negativ. Eine anfanglich 
auftretende rotbraune Farbung des eingefallenen Jodtropfens ver- 
schwindet beim Umschiitteln der PreSBsaftfliissigkeit sofort wieder. 
Das gilt auch fiir PreBsafte aus solechen Hefen, die vorher in Rohrzucker- 
lésung ,,gemastet*‘ sind und deren lebende Zellen sich mit Jod so leicht 
tiefbraun farben lassen. Wird dagegen der PreBsaft erhitzt und dann 
die Jodprobe vorgenommen, so tritt die Glykogenreaktion wieder 
deutlich in Erscheinung. Dieses Verhalten zwingt zur Vermutung, 
daB im PreBsaft eine enzymatische Reduktion des Jods zu Jodwasser- 
stoff erfolgt, deren Wirksamkeit durch die Hitzeeinwirkung zerstért 
wird. Eine nahere Untersuchung dieser Vorginge ist von uns nicht 
durchgefiihrt worden. 

Die Isolierung der Polysaccharide aus den PreBsaiften geschah 
nach vorheriger Hitzekoagulation der HaupteiweiBmenge im Prinzip 
in der gleichen Weise, wie aus den alkalischen Extrakten. Nur ent- 
hielten die Glykogenfallungen trotz mehrfachem Umfallen immer noch 
verhaltnismaBig so hohe Stickstoffbeimengungen, daB sich eine zu- 
sitzliche Reinigung der Niederschlage als erforderlich zeigte. Hierbei 
erwies sich eine von Sevag! vorgeschlagene EnteiweiBungsmethode 
alsrecht brauchbar. Die Glykogenniederschlage wurden in einer Mischung 
von destilliertem Wasser, Chloroform und Isoamylalkohol 6 Stunden 
in der Schiittelmaschine geschiittelt. Das geschiittelte Gemisch wurde 
dann zentrifugiert, die iiberstehende Fliissigkeit von dem festen Chloro- 
formgel abgegossen und das Glykogen erneut durch Alkohol gefaillt. 
Auf diese Weise wurden stickstofffreie Praparate gewonnen. 

Die aus den alkalischen Hefeextrakten und aus den PreBsaften 
gewonnenen Hefegummi- und Glykogenpraparate zeigten eine praktisch 
vollstandige Ubereinstimmung. Die Werte fiir das spezifische Drehungs- 
vermégen entsprechen den Angaben, die bisher fiir diese beiden Poly- 
saccharide in der Literatur gemacht wurden. Die von uns angewandten 
Charakterisierungsmethoden diirften geniigend beweisen, dab Hefe- 


' M.G. Sevag, diese Zeitschr. 273, 419, 1934. 
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gummi und Glykogen in der Hefe tatsichlich vorhanden sind, und dab 
sie bei der Extraktion mit heiBem konzentrierten Alkali in keiner irgend- 
wie analytisch ins Gewicht fallenden Weise verandert werden. Es handelt 
sich bei allen Produkten wohl um dasselbe chemische Individuum, wenn 
es auch durchaus méglich erscheint, daB das heiBe konzentrierte Alkali 
eine Veranderung der physiologischen Beschaffenheit der Substanzen 
etwa durch Dispersitatsgradveranderung u.a.m. bewirken kann. 


Experimenteller Teil. 
1. EinfluB von konz. Alkali auf Hefegummi- und Glykogenprdaparate. 


a) Hefegummi. Als Versuchsmaterial diente ein aus HefepreBsaft einer 
untergarigen Brauereihefe (Rasse U der Hochschulbrauerei Berlin) auf 
folgende Weise dargestelltes Hefegummipraparat: Der PreBsaft, dessen 
Gewinnung weiter unten unter 3. beschrieben ist, wird mit der doppelten 
Menge frisch bereiteter Fehlingscher Lésung versetzt und 16 Stunden 
stehengelassen. Nach dieser Zeit hat sich der Hefegummikupfer-Nieder- 
schlag als zihe, klumpige Masse am Boden abgesetzt und kann von der iiber- 
stehenden Fehlingschen Lésung durch AbgieBen getrennt und durch 6fteres 
Auswaschen mit 2°,iger NaOH unter kraftigem Durchkneten mit einem 
Glasstab gereinigt werden. Sodann wird der Niederschlag oberflachlich 
mit Wasser abgespiilt, zwecks Zerst6érung der Kupferverbindung in ver- 
diinnter Salzsiure gelést und die salzsaure Lésung mit so viel Alkohol ver- 
setzt, daB eine 65° ige alkoholische Lésung resultiert. Hierbei fallt der 
Hefegummi als weiBer feinflockiger Niederschlag aus. Die auf diese Weise 
aus mehreren PreBsaften gewonnenen Niederschlage werden vereinigt und 
das Gesamtpraparat nach Auflésen in dest. Wasser einer viermaligen ent- 
sprechenden Reinigung tiber die Kupferverbindung unterzogen. Hieran 
schlieBt sich eine zehnmalige Reinigung iiber die Alkoholfallung allein an, 
indem das Praparat jedesmal in dest. Wasser gelést und durch Alkohol- 
zusatz (65°) wieder zur Ausfallung gebracht wird. Die Trennung der 
Niederschlage von der alkoholischen Fliissigkeit geschieht am zweckmaBig- 
sten an der Zentrifuge. Bei saimtlichen Fallungen, sowohl mit Fehlingscher 
Lésung als auch mit Alkohol, ist darauf zu achten, daf sie in mdglichst 
verdiinnten Lésungen und unter tropfenweiser Zugabe des Fallungsmittels 
erfolgen, um die Bildung klumpiger, den Reinigungseffekt herabmindernder 
Niederschlige zu vermeiden. Nach der letzten Fallung mit Alkohol wird 
der Niederschlag noch viermal mit 65° ,igem Alkohol, dann dreimal mit 
absol. Alkohol ausgewaschen und schlieBlich zunachst im Vakuum bei 
niedriger Temperatur, dann im Trockenschrank bei allmahlicher Tem- 
peratursteigerung bis zu 100° getrocknet und im Exsikkator aufbewahrt. 

b) Glykogen. Fiir die Versuche wurde ein tierisches Praiparat der Firma 
Schering-Kahlbaum nach weitgehender Reinigung benutzt. Das Praparat 
wird durch Lésen in reichlich Wasser und Ausfallen mit 70°,igem Alkohol 
sechsmal gereinigt. Hieran schlieBt sich eine dreitagige Ultrafiltration 
durch ein 10° iges Eisessigkollodiumfilter nach Bechhold (Ultrafilterschale 
nach Bechhold-Kénig) an. Da diese Ultrafilter nicht absolut glykogendicht 
sind, muB ein gewisser Substanzverlust mit in Rechnung gezogen werden. 
Wenn die Halfte des Inhaltes der Filterschale das Filter passiert hat, wird 
die Schale mit Leitungswasser wieder aufgefiillt. Zum SchluB8 wird der 
Riickstand im Ultrafilter in reichlich Wasser aufgenommen, von eventuell 
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erfolgten Ausscheidungen durch Filtration durch ein gewéhnliches Papier- 
filter getrennt und das Filtrat mit 70°,igem Alkohol gefallt. Nach Aus- 


waschen der Fallung mit Alkohol steigender Konzentration an der Zentrifuge 


wird die Substanz entsprechend dem Hefegummi getrocknet. 

c) Versuche. Von dem Hefegummi- und dem Glykogenpriparat 
wurden je 2 g in 200 cem 50° iger KOH 3 Stunden am RiickfluBkiihler bei 
schwachem Sieden erwirmt. Die 50° ige KOH entspricht ungefahr den 
Konzentrationsverhaltnissen, wie sie bei der Alkaliextraktion der Hefe 
nach unserer Hefegummi-Glykogenbestimmungsmethode vorliegen. Dort 


erfolgt ja infolge des relativ hohen Wassergehaltes der abgepreBten Hefe 
tatsachlich eine Verdiinnung der verwendeten 65 °,igen KOH auf ungefahr 


50° ige Lauge. Nach beendigter Alkalibehandlung wurden die Lésungen 
mit je 50 com Wasser verdiinnt, filtriert und die Polysaccharide mit Alkohol 
(Hefegummi mit 65 °jigem Alkohol, Glykogen mit 70 °,igem Alkohol) gefallt. 
Durch wiederholtes Lésen der Niederschlage in reichlich Wasser und Wieder- 
ausfallen mit Alkohol (achtmal) fielen reine, weiBe Praparate an, die sich 
nach dem Trocknen in der iiblichen Weise als stickstofffrei erwiesen. Sie 
wurden an Hand ihrer Drehungszahlen und der bei der Hydrolyse mit 
4° iger HCl gebildeten Glucose mit den urspriinglichen unbehandelten 
Priparaten verglichen. In Fallen, bei denen die Bestimmung des spezifischen 
Drehungsvermégens infolge allzustarker Undurchsichtigkeit der Lésungen 
Schwierigkeiten bereitet, werden die Lésungen mehrere Male durch ein 
und dasselbe Filter filtriert. In solechen Fallen muB aber die Konzentration 
durch Bestimmung des Trockenriickstandes der fiir die Polarisation ver- 
wendeten blank filtrierten Lésung ermittelt werden. Die Ergebnisse sind in 
der folgenden Zusammenstellung niedergelegt. 





Hefegummi aus Prefsaft 





ory 1. urspriingliches 2. alkalibehandeltes 
Praparat Priparat 
90,39 88,40 
g Glucose aus 1 g Trockensubstanz. . 1,042 ¢ 1,010 g 
. 0,9472 .100 = °/, Hefegummi .. . 98,7 % 95,7 % 


Fiir [x]}) wurde bei 1. eine 1,672 °,ige, bei 2. eine 1,634 °,ige Lésung 
verwendet. 





Glykogen (Schering- Kahlbaum) 





or 1. urspriingliches 2. alkalibehandeltes 
Priparat Praparat 
180,39 184,69 
g Glucose aus 1 g Trockensubstanz. . 1,039 g 1,019 g 
. 0,927 . 100 = 9) Glykogen. . . . . 96,3 % 945 % 


Fiir [x19) wurde bei 1. eine 1,084 °Qige, bei 2. eine 1,062 ° ige Losung 


verwendet. 
2. Die ,,Mdstung‘: der Hefe auf Glykogen. 


Aufbewahren von Hefe iiber Nacht in 20° iger Rohrzuckerlésung 
fiihrte bei der von uns benutzten untergirigen Brauereihefe Rasse U zunachst 
zu keinem Erfolg. Sowohl die Uhrglasjodprobe als auch die direkte Glykogen- 
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bestimmung zeigte keine nennenswerte Glykogenanreicherung. Bei Backer- 
hefe fiihrte dieses Verfahren jedoch jedesmal zu einer betrichtlichen Glykogen- 
zunahme. Die Ursache fiir dieses unerwartete Verhalten der Brauereihefe 
liegt darin begriindet, daB diese Hefe sehr bald nach dem Einbringen in die 
Rohrzuckerlésung selbst in breiten flachen GefaBen eine betrachtliche 
Schaumdecke bildet, in der sich fast die gesamte Hefe anreichert. Am 
nachsten Morgen befindet sich unten im GefaB eine klare Fliissigkeit und 
dariiber eine feste kompakte Hefenschaumdecke. In diesem Zustande wird 
natiirlich das vielleicht zundichst neu gebildete Glykogen wieder veratmet. 
Wir konnten dadurch Abhilfe schaffen, daB wir der Rohrzuckerlésung etwas 
Garfett zusetzten, so daf eine starkere Schaumbildung verhindert wird. 
Auf diese Weise wird die Hefe in dauernder Beriihrung mit der Nahrlésung 
gehalten und eine betrachtliche Glykogenanreicherung kann erfolgen. 

Nach der Mastung wurde die Zuckerlésung abgegossen, die Hefe noch 
einmal in 20° iger Rohrzuckerl6sung aufgeschlammt und nach 2 Stunden 
auf einer Nutsche abgesaugt. Die abgenutschte Hefe wurde sodann mit 
reichlich Leitungswasser durchgeriihrt, wieder abgesaugt und fiir die PreB- 
saftgewinnung benutzt. Fiir die Mastung wurden je 300 g abgepreBte Hefe 
in 11 20° iger Rohrzuckerlésung angesetzt. 


3, Die PreBsaftgewinnung. 


Es wurden jedesmal 250g abgenutschte Hefe nach der klassischen 
Methode von Buchner ausgepreBt. Die Hefe wird mit der gleichen Menge, 
also 250 g Quarzsand und 50 g Kieselgur, gut vermischt und in einer groBen 
Porzellanreibschale mit einem etwa 2m langen schweren eisernen Pistill 
zerrieben. Nach etwa 15 Minuten hat die Hefe eine dickbreiige Beschaffen- 
heit angenommen und kann nun, nachdem der Hefebrei in ein Filter- 
preBtuch eingeschlagen worden ist, in einer hydraulischen Presse unter 
allmahlicher Drucksteigerung bis zu 350 Atm. ausgepreBt werden. In der 
Regel fielen hierbei etwa 100 cem PreBsaft an. In Fallen, bei denen die Aus- 
beuten aus unbekannten Griinden nur sehr gering — oft nur 10 cem sind, 
kann man sich nach einem privaten Vorschlag von Herrn Dr. Haehn dadurch 
helfen, daB man die abgepreBte Hefe nachtraglich noch einmal mit Kieselgur 
innig vermischt und von neuem abpreBt. Auf diese Weise kénnen noch 
erhebliche PreBsaftmengen erzielt werden. Wahrscheinlich wirkt die nach- 
traglich zugefiigte Kieselgur nach Art einer Drainage, indem das Hohlraum- 
system der Kieselgurmasse wie ein Réhrennetz fungiert und einen AbfluB 
des PreBsaftes vom Innern des Hefebreies nach auBen erméglicht. Denn 
tatsaichlich ist in den Fallen geringer PreBsaftausbeute trotz des auf- 
gewendeten hohen Druckes der Hefekuchen nur am Rande trocken, wahrend 
er im Innern seine feuchte breiige Beschaffenheit beibehalten hat. 


4, Die Isolierung von Hefeqummi und Glykogen aus dem Alkaliextrakt. 


Die Isolierung der Polysaccharide wurde in den Alkaliextrakten sowohl 
von untergariger Brauereihefe (Rasse U der Hochschulbrauerei Berlin) sowie 
von Backerhefe (Rasse M des instituts) vorgenommen. Je 100g abge- 
nutschte Hefe werden in 300cem 65° ,iger KOH aufgeschlammt und 
3 Stunden am RiickfluBkiihler bei schwachem Sieden extrahiert. Nach dem 
Abkiihlen wird der Alkaliextrakt abgekiihlt, mit etwa 125 ccm Wasser 
verdiinnt und die Lésung durch mehrere Faltenfilter iiber Nacht von der 
ungelésten Zellsubstanz abfiltriert. Die vereinigten Filtrate versetzt man 
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nun mit soviel Alkohol, daB eine 70°,ige alkoholische Lésung entsteht. 
Die aus mehreren Chargen anfallenden Alkoholniederschlage (im ganzen 
wurden etwa 800 g Hefe verarbeitet ) werden vereinigt, mit Alkohol griindlich 
ausgewaschen, in Wasser gelést und die Lésung mit der doppelten Menge 
frisch bereiteter Fehlingscher Lésung versetzt. Die hierbei entstehenden 
Niederschlige der Hefegummikupferverbindung werden nun auf reinen 
Hefegummi verarbeitet in der gleichen Weise wie unter la beschrieben ist. 

Zur Gewinnung des Glykogens wird die vom Hefegummikupfer-Nieder- 
schlag dekantierte Fehlingsche Lésung durch ein Faltenfilter filtriert, das 
Filtrat mit Eisessig neutralisiert und nach Zusatz von einigen Tropfen Toluol 
solange durch ein 10° iges Eisessigkollodiumfilter nach Bechhold ultra- 
filtriert, bis sich kein Kupfer mehr im Ultrafiltrat nachweisen laBt. Bei 
Verwendung einer Ultrafilterschale nach Bechhold-Kénig von 200 eccem 
Fassungsvermégen ist bei standigem Riihren der Fliissigkeit eine Filtrations- 
dauer von 3 bis 4 Tagen erforderlich. Wenn die Halfte des Schaleninhaltes 
das Ultrafilter passiert hat, wird durch NachgieBen von dest. Wasser auf das 
urspriingliche Volumen aufgefiillt. Trotz absolut klaren Filterriickstandes 
bei beendigter Ultrafiltration besitzt die Glykogenlésung immer noch einen 
blaulichen Schimmer und auch die Fallungen mit Alkohol kénnen nicht in 
reinweiBer Farbe, also Cu-frei, gewonnen werden. Deshalb wird die aus 
dem Filter ausgespiilte Glykogenlésung schwach angesiuert und durch sie 
2 Tage lang ein Strom von etwa 10 Volt und 0,1 bis 0,5 Amp. zwischen 
zwei Platinelektroden hindurchgeleitet. Bei dieser elektrolytischen Reini- 
gung verschwindet allmahlich der blauliche Schimmer der Lésung und durch 
Zusatz von 70% igem Alkohol kénnen rein weife Niederschlige erzielt 
werden. Das ausgefallene Glykogen wird durch Lésen in Wasser und Wieder- 
fallen sechsmal gereinigt, mit Alkohol steigender Konzentration aus- 
gewaschen und wie unter 1b beschrieben getrocknet. 

Die Charakterisierung der aus den Alkaliextrakten gewonnenen Sub- 
stanzen erfolgte, wie unter le beschrieben, die Ergebnisse sind zusammen 
mit den aus den PrefSsaftsubstanzen erzielten Werten am Ende des nachsten 
Abschnittes tabellarisch zusammengestellt. 


5. Die Isolierung von Hefegummi und Glykogen aus Prefsaft. 


Die Darstellung der Polysaccharide aus HefepreBsaft gestaltet sich 
bedeutend schwieriger, weil eine starke eiweiBhaltige Fliissigkeit vorliegt. 
Frischer PreBsaft erstarit beim Erwarmen sofort zu einem festen Eiweibgel. 
Zur Beseitigung der Hauptmenge des hochmolekularen Eiweifes unter 
Ausschlu8 der iiblichen chemischen Methoden, welche einen Abbau oder 
sonstige Verdinderungen nicht ohne weiteres auszuschlieBen scheinen, 
stehen zwei Wege zur Verfiigung, die Hitzekoagulaticn und die Ausfallung 
dureh Alkohol. 

Zur Priifung, welches Verfahren fiir unsere Zwecke geeigneter ist, 
wurde der PreBsaft mit Wasser im Verhaltnis 1: 1 verdiinnt und in zwei 
gleiche Teile geteilt. Die eine Halfte wurde bis zum Kochen erhitzt, die 
Fliissigkeit vom Koagulat abgegossen und filtriert und das Koagulat noch 
zweimal mit heiBem Wasser ausgezogen. Die vereinigten klaren Filtrate 
wurden auf dem Wasserbad eingeengt, abgekihlt, filtriert und mit 70 °,igem 
Alkohol versetzt. In dem entstandenen Niederschlag wurden nach dem 
Trocknen der Stickstoff und die Kohlenhydrate bestimmt. Die andere 
Halfte des PreBsaftes wurde direkt mit 70°,igem Alkohol versetzt, der 
Niederschlag an der Zentrifuge viermal mit warmem Wasser extrahiert, 
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die gereinigten Extraktionsfliissigkeiten auf dem Wasserbad eingeengt und 
mit 70 °,igem Alkohol gefallt. Der Niederschlag wurde in der gleichen Weise 
analysiert. Das Analysenergebnis in der folgenden Tabelle: 





Niederschlag aus dem Extrakt 


der Alkoholfallung der Hitzefallung 


®', N in Trockensubstanz. ........ 19 4,2 
°/, Hefegummi in Trockensubstanz ... . 15,1 23,2 
%/) Glykogen in Trockensubstanz .... . 49,2 64,5 


zeigt, daB ein weit giinstigerer Effekt durch die Hitzeausfallung des Eiweibes 
erzielt wird. Der hierbei anfallende Niederschlag ist stickstoffarmer und 
kohlenhydratreicher als bei der Alkoholfallung. 

Damit ergibt sich fiir die PreBsaftaufarbeitung folgender Weg: 

Der 1: 1 verdiinnte PreBsaft wird zum Kochen erhitzt und das Koagulat 
zweimal mit heiBem Wasser behandelt. Nach Filtration der vom Koagulat 
abgegossenen Fliissigkeit und der beiden HeifBSwasserextrakte und Ver- 
einigung der Filtrate erfolgt eine Konzentrierung der Gesamtfliissigkeit auf 
etwa 100 cem auf dem Wasserbad. Von etwa hierbei noch erfolgten Aus- 
scheidungen wird abfiltriert und die Fliissigkeit mit 70°,igem Alkohol 
versetzt. Der entstandene Niederschlag wird mehrere Male mit 70 °,igem 
Alkohol ausgewaschen, dann in etwa 40 cem H,O gelést und die Lésung mit 
40cem Fehlingscher Lésung versetzt. Die ausgeschiedene Hefegummi- 
Kupferverbindung wird nun genau so, wie unter la beschrieben ist, auf 
reinen Hefegummi verarbeitet. Es resultierte eine absolut N-freie Substanz 
mit den in der weiter unten stehenden Tabelle aufgefiihrten Eigenschaften. 

Das Filtrat von der Hefegummikupferfallung wird genau wie nach 4. 
durch Ultrafiltration und Elektrolyse gereinigt. Das hierbei gewonnene 
Glykogenpraparat erwies sich jedoch stets als noch stickstoffhaltig (bis 
zu1%). Kin Versuch, mit einer von 1. G. Sevag! vorgeschlagenen physika- 
lischen EnteiweiBungsmethode einen weiteren Reinigungseffekt der N-halti- 
gen Glykogenpriiparate zu erzielen, hatte den gewiinschten Erfolg. Die aus 
etwa neun Prebsiften gewonnenen Glykogenpriparate werden in einer 
Mischung von 100 cem dest. Wasser, 40 cem Chloroform und 4 cem Iso- 
amylalkohol 12 Stunden in einer Schiittelmaschine geschiittelt, die klare 
iiberstehende Fliissigkeit von dem Chloroformgel abgegossen und mit 
70° igem Alkohol das Glykogen ausgefallt. Der Niederschlag wird durch 
mehrmaliges Lésen in Wasser und Wiederausfaillen mit Alkohol gereinigt 
und, wie besechrieben, getrocknet. Es resultiert eine stickstofffreie schnee- 
weibe Substanz. Die bei der weiteren Charakterisierung erzielten Werte 
sind aus der folgenden Tabelle zu ersehen. 


Tabel le. 





Hefegummi 


[a m 1. aus Alkaliextrakt 2 aus Prefsaft 
ij) ° 
Rasse U Rasse M Rasse | 
89,69 88,30 88,7 
g¢ Glucose aus 1 g Trockensubstanz. . 1,036 g - 1,047 ¢ 
. 90,9472 .100 = °/) Hefegummi .. . 98,1 % - 95,2 % 
Konzentration der Lésungen fiir [x]3): 1U 1.344%, 1M 1.126%, 


2U = 0,986 %. 
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Glykogen 





la iy nme aus Alkaliextrakt ____ 2. aus Prefisaft 
Rasse U Rasse M Rasse U 
179,50 181,00 185,20 
g Glucose aus 1g Trockensubstanz. . 0,967 g — 1,027 g 
. 0,927 .100 = 9, Glykogen. . ... 89.5 9%, — 95,2 % 
Konzentration der Lésungen fiir | a]: 1U 0,724 %, 1M = 0,638 %, 


2U = 0,802 %. 
Zusammenfassung. 

Es wird die Isolierung von Hefegummi und Glykogen ausalkalischem 
Hefeextrakt und aus HefepreBsaft beschrieben. Die nach diesen beiden 
verschiedenen Verfahren gewonnenen Substanzen erwiesen sich auf 
Grund ihres spezifischen Drehungsvermégens und der bei der Hydrolyse 
gebildeten Glucosemengen als identisch. Die Versuchsergebnisse be- 
rechtigen zu dem SchluB, daB entgegen anderen Ansichten in der Literatur 
die durch heiBes Alkali aus der Hefe extrahierten und zuerst von Sal- 
kowski beschriebenen Polysaccharide ,, Hefegummi* und ,,Hefeglykogen* 
in derselben chemischen Beschaffenheit urspriinglich in der Hefezelle 
vorhanden sind, und nicht erst durch das radikale Extraktionsverfahren 
aus anderen Kohlenhydraten gebildet werden. 
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Lebensdauer, 
Redoxlage und Fuadinwirkung bei Opisthorchis in vitro. 
Von 
W. Kollath und A. Erhardt. 
(Aus dem Hygienischen und Zoologischen Institut der Universitat Rostock.) 
(Eingegangen am 19. August 1936.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Kollath (1) berichtete kiirzlich, da&8 Eingeweidewiirmer in geeigneten 
Redoxfarblésungen tagelang am Leben gehalten werden kénnten als 
Beispiel dafiir, daB verschiedene Organismen in bezug auf ihre Lebens- 
dauer ein verschiedenes Optimum hinsichtlich der Lage des Redox- 
potentials ihres Milieus besitzen. Fiir gréBere der- 














: 40 - T 
artige Untersuchungen in vitro mit anaeroben —_/age 
Wirmern eignet sich nach Erhardt und Brumpt - 
(2) besonders der in der Leber der Katzen | 
parasitierende, in gewissen Gegenden auferst a | 
haufige [Hrhardt (3)| Trematode Opisthorchis | | | 
tenuicollis felineus (Riv.). - | | 

Wir stellten zunachst die Lebensdauer von | i | 
Opisthorchis in verschiedenen Redoxlagen unter al (Al | 
aeroben Bedingungen bei + 37°C fest. Zu | 7 | 
diesem Zweck wurde das Absterben von je | | \\ 
zehn Opisthorchis pro Lésung in einer Reihe ov | 
von Redoxsystemen, deren Potential zwischen w| | | 
— 0,330 und + 0,227 lag, in den mit Ringer- i 
lésung hergestellten Verdiinnungen 1: 500, y / 
1: 5000, 1: 50000 und 1: 500000 gepriift, und J 
zwar wurde in ein Reagensglas immer ein Opi- | = 
sthorchis in 10 cem der entsprechenden Lésung ~9% ~9% 9% +02 +04 

Redoxpotentiale 


gesetzt. Es war dabei unbedingt notwendig, 
. “e 28 ; ’ = alti i a Abb. 1. Lebensdauer von 
daB die Lésungen neutral waren. Die Unter- Guisthebdhie ta Veenbiide- 
suchungen in der Verdiinnung 1: 50000 zeigt nen Redoxfarblisungen in 
lie ausge ne Linie i Abb. 1. i ler die der Verdiinnung 1: 50000 
die ausgezogene Linie in Abb.1, in der die ohne Fuadin (_) und mit 
einzelnen Punkte das Absterben von 90 bis  Fuadin in der Verdiinnung 

= a . . 1 : 500000 (- —-). Der Pfeil 
100%, der Wiirmer pro Potential angeben. Das gibt die Redoxlage des 
Optimum der Lebensdauer liegt auf der nega- Methylenbiau an. 
tiven Seite bei 0,081, und zwar in K-Indigotrisulfonat, in welcher 
Lésung erst am 40. Tage die Opisthorchis gestorben sind, wahrend in 
tingerlésung dies bereits am 21. Tage der Fall ist. 

Dieser Versuch war die Grundlage fiir weitere Untersuchungen, 
nimlich iiber die Bedeutung der Redoxpotentiale auf die Fuadin- 
wirkung bei der Opisthorchiasis. Das Fuadin (Antimon 3 — brenz- 
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katechindisulfosaures Natrium), dessen Wirkungsbedingungen in der 
Katze von Eichholtz und Erhardt (4) bis zu einem gewissen Grade ana- 
lysiert wurden, ist nimlich im Tierversuch ein Spezificum gegen die 
QOpisthorchiasis [Szidat und Erhardt (5) und Erhardt (6)|, wahrend es 
in vitro ohne Beriicksichtigung des Redoxpotentials versagt [Erhardt 











re _ und Brumpt (2)|. Das findet seine 
%| Parallele im Versagen der Salvarsan- 
-" wirkung gegen Spirochaten, so da 
| auch fir dieses Heilmittel die 
| Lage der Redoxpotentiale zwecks 
30} Aufhebung der Wirkung _ be- 
| riicksichtigt werden mu, worauf 
i] Kollath (1) bereits friiher hinge- 

70 | wiesen hat. 
Wir konnten nun zeigen, dab 





‘Qf 03 02-07 0707 702 703 im geeigneten Redoxfarblisungen 
Pedoxpofentiale ein deutlicher Fuadineffekt auch 
Abb. 2. Verkiirzung der Lebensdauer von jn vitro nachweisbar ist, und zwar 
Opisthorchis um x °/9 durch Fuadin in der ‘ , - = 
Verdiinnung 1; 500000 in versehiedenen Re- noch in der Verdiinnung 1 : 500000 
0 on Pfeil - die Redoxlage — (gestrichelte Linie in Abb. 1). Und 
Methylenblau an, die horizontale Linie die 
Lage der von von Jancsd festgestellten Zwar ist dieser Fuadineffekt am 
paterferens. schwachsten zwischen den Poten- 
tialen +-0,062 und — 0,046, wobei die minimalste Wirkung bei Methylen- 
blau (+ 0,011) liegt. In diesem Bereich bewirkt das Fuadin eine Verkiir- 
zung der Lebensdauer nur um 21,4 bis 30,0 %, wahrend bei den iibrigen 
Punkten der Redoxskala (abgesehen vom extrem positiven Wert und 
K-Indigodisulfonat) die Lebensdauer um mindestens 42,9°%, ver- 
kiirzt wird (Abb. 2). Der starkste Effekt (Verkiirzung um 60,0 °%,) trat 
bei K-Indigotrisulfonat auf. In der mit Ringerlésung auf 1 : 500000 ver- 
diinnten Fuadinlésung starben die Opisthorchis erst am 28. Tage zu 90 %,. 

Dies Resultat stimmt weitgehend iiberein mit analogen Unter- 
suchungen an Trypanosomenmiusen von N. und H. von Janesé (7), 
die eine ausgesprochene chemotherapeutische Interferenz zwischen 

0,115 und — 0,060 mit einem Optimum bei + 0,011 feststellten. 

Unsere Experimente werden von dem einen von uns an anderer 

Stelle ausfiithrlich veréffentlicht. 
Literatur. 
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Fluoreszenzmikroskopische Beobachtung der reversiblen 
Vitamin-A-Bildung in der Netzhaut wihrend des Sehaktes. 
(Vorlaufige Mitteilung.) 

Von 
N. von Janes6é und H. von Janesé. 

(Aus dem Pharmakologi-chen Institut der kgl. Ungar. Franz. Joseph- 
Universitat, Szeged). 


(Eingegangen am 27. August 1936.) 


Mit Hilfe filtrierter Ultraviolettstrahlen konnte bei Albinoratten 
die massenhafte Neubildung von A-Vitamin wahrend des Sehaktes und 
der Vitaminschwund bei Dunkeladaptation in der Netzhaut mikro- 
skopisch sichtbar gemacht und verfolgt werden. Hell- und dunkel- 
adaptierte Netzhaute zeigen im Fluoreszenzmikioskop der Firma 
C. Reichert [Eisenbogenlampe und Schwarzglas; Konstiuktion M. Hai- 
tinger (1)] ein véllig verschiedenes Fluoreszenzbild. 

Die Augen extrem adaptierter Tiere (z. B. 1 Stunde Sonnenlicht 
bzw. 3 Stunden Dunkelkammer) werden nach Tétung des Tieres schnell 
herausprapariert (die der Dunkeltiere bei schwachem Rotlicht), nach 
Halbierung des Bulbus die hintere Augenhalfte mit leichtem Druck 
zwischen Deckglas und nichtfluoreszierendem Objekttrager ausgebreitet 
und in durchfallendem Ultraviolettlicht untersucht; auch Gefrier- 
schnitte nach kurzer Formalinfixierung sind tadellos brauchbar. 

Nach maximaler Helladaptation erscheint ein lebhaft fluoreszierendes 
Mosaik regelmdBiger sechseckiger Felder, die den Zellen des Pigment- 
epithels entsprechen. Die Fluoreszenz wird durch zahlreiche feine 
Lipoidtrépfehen in den Randpartien und Kittleisten dieser Zellen 
bedingt, die hell griinlichweif leuchten. Nach vollendeter Dunkel- 
adaptation ist dagegen keine Fluoreszenz wahinehmbar; solche Netz- 
haute bleiben im Fluoreszenzmikroskop ganz dunkel. 

Wihrend der Betrachtung im Mikroskop verblaBt das Fluoreszenz- 
bild der helladaptierten Retina zusehends, um nach etwa | bis 4 Minuten 
ganz zu verschwinden, weil die Leuchtsubstanz durch die Ultraviolett- 
strahlen photochemisch zerstért wird. Diese ,,Delumination“ (Peacock) 
ist aber fiir Vitamin A charakteristisch und, wie v. Querner (2) in einer 
ausgezeichneten Studie bereits zeigte, auch fiir den fluoreszenzmikro- 
skopischen Nachweis des A-Vitamins in den Geweben verwendbar. 
Auch wir haben, unabhingig von ihm, die Identitat des lipoidléslichen 
Leuchtstoffes mit Vitamin A erkannt; unsere wichtigsten Beweise sind 
die Abhangigkeit des retinalen Leuchtbildes vom Adaptationszustand, 
und ferner unser Befund, daB das gleichartige Fluoreszenzbild der 
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Leber durch Fiitterung der Ratten mit taglich 7 mg Carotin (in Sesamdél) 
und auch durch Voganfiitterung in etwa 3 bis 4 Wochen bis zu einer 
iiberraschend groBen Intensitaét und groBem Detailreichtum gesteigert 
werden kann. 

Auf Grund der bekannten Beziehungen zwischen sehpurpurhaltigem 
Stabchenapparat, Nachtblindheit und A-Avitaminose und im Einklang 
mit den Arbeiten von G. Wald (3) iiber den Sehcyklus des Froschauges 
stellen wir uns nunmehr den Mechanismus des Stabchensehens bzw. der 
Adaptation folgendermaBen vor: Stabchenapparat und Pigment- 
epithel bilden eine funktionelle Einheit; die Pigmentzellen nehmen am 
Sehvorgang als Vitaminspeicher aktiv teil, indem sie den Sehpurpur, 
der, wie Wald zeigte, ein Carotinoid darstellt, stindig regenerieren. Es 
findet zwischen Stabchen und Pigmentzellen ein reger Stoffaustausch 
statt. Bei maximaler Dunkeladaptation wird der gesamte Vitamin A- 
Gehalt des Epithels in Sehpurpur umgesetzt und wandert in die Stab- 
chen. Andererseits wird das aus dem photochemischen Zerfall des Seh- 
purpurs resultierende Carotinoid wieder als A-Vitamin in den Pigment- 
zellen aufgespeichert. 

Der Umstand, daB der carotinoide Sehstoff im Laufe des Seh- 
cyklus im Pigmentepithel gespeichert wird, liefert den Schliissel zum 
Verstandnis vieler bisher unerklarbarer physiologischer und pathologi- 
scher Beobachtungen. 

Eine hinreichende Erklarung findet vor allem die klassische Fest- 
stellung von Ewald und Kiihne (1878), daB der Sehpurpur in derisolierten, 
gebleichten Froschnetzhaut nur dann regeneriert wird, wenn diese in 
den Augenbecher zuriickgelegt wird und mit dem Pigmentepithel 
wieder in Berithrung kommt; wir kénnen nunmehr auch verstehen, 
weshalb sich die Bleichungszeit verlangert, wenn die Stabchenschicht in 
ihrem natiirlichen Zusammenhang belassen wird (Ktihne, Garten), oder 
daB bei den Experimenten von Andogsky am Kaninchenauge die Purpur- 
regeneration in den abgelésten Netzhautbezirken ganzlich ausbleiben 
muBte, und daB bei Ablatio retinae die weitgehend herabgesetzte Adapta- 
tionsfaihigkeit wieder normal werden kann, wenn sich die Netzhaut 
wieder anlegt [Stargardt (4)]. Auch die pathologischen Befunde stehen 
mit der Speicherung des sehpurpurbildenden Vitamins in der Pigment- 
schicht im Einklang. So ist z. B. bei Retinitis pigmentosa Hameralopie 
ein typisches Friihsymptom. 

Literatur. 

1) Mikrochem. 9, 430, 1931. — 2) Klin. Wochenschr. 1935, S. 1213. — 

3) J. gen. Physiol. 19, 351, 1935. — 4) Literatur: R. Dittler, Sehpurpur; 


W. Comberg, Lichtsinn, Kurz. Handb. d. Ophthalmol. 2, Berlin, Springer, 
1932. 
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Pyridin, 
der wasserstoffiibertragende Bestandteil von Girungsfermenten. 
(Pyridin-Nucleotids.) 
Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 4. August 1936.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


1904 entdeckten A. Harden und W.J. Young das Co-Ferment der 
Garung. Es besteht, wie wir heute wissen, aus zwei Komponenten: 
dem phosphorylierenden Co-Ferment (K. Lohmann und O. Meyerhof) 
und der ,,Co-Zymase“ v. Eulers. 

Das phosphorylierende Co-Ferment ist ein Adeninnucleotid, und 
zwar entweder die Adenosintriphosphorsiure von K. Lohmann oder 
die Di-Adenosin-Pentaphosphorsaure von P. Ostern. 

Co-Zymase galt bis zum Jahre 1933*, nach den Arbeiten von 
H.v. Euler und K. Myrbdck, als ein Adenin-Mononucleotid. Bei der 
Hydrolyse wurden 28 °%, Adenin, bei der Molekulargewichtsbestimmung 
wurden Werte um 350 gefunden. 

1934** entdeckten wir ein drittes Co-Ferment, das ein konstanter 
Begleiter der beiden bis dahin bekannten Garungs-Co-Fermente zu 
sein scheint. 

Das dritte Co-Ferment ist ein Dinucleotid vom Molekulargewicht 
etwa 800. Es enthalt zwei Basen, eine Purin- und eine Pyridinbase. 
Die Purinbase ist Adenin, die Pyridinbase ist das Amid der Nicotinsaure. 
Der Gehalt an Adenin betragt etwa 17°, der Gehalt an Nicotinsaure- 
amid etwa 16%. 

Seine Wirkungsgruppe ist sein Pyridinkern. Durch den Wechsel 

Pyridin + Dihydropyridin 
iibertragt das Co-Ferment Wasserstoff. 

Da hier die Wirkung eines Co-Ferments chemisch aufgeklart war, die 
Wirkung der Co-Zymase aber nach den Arbeiten von v. Euler und 
Myrbdck chemisch unverstindlich blieb, so schien es erwiinscht, die 
Stockholmer Arbeiten iiber Co-Zymase nachzupriifen. Dies geschah 
in den Jahren 1935 bis 1936 in Stockholm und in Dahlem. 


* Die alteren Arbeiten iiber das Co-Ferment der Garung sind zusammen- 
gestellt bei AK. Myrbdck, Ergebnisse der Enzymforschung II, 139, Leipzig 
1933. —- ** O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 275, 112, 1934; 275, 
464, 1935; O. Warburg, W. Christian u. A. Griese, diese Zeitschr 282, 
157, 1935. 
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Die zur Nachpriifung notwendige Co-Zymase gewann v. Euler auch 
jetzt aus Hefe, befreite aber seine Praparate von der Adenylsaure, aus 
der sie bis dahin zum gréBeren Teil bestanden. In Dahlem gewannen 
wir die Co-Zymase nach einem neuen und einfacheren Verfahren aus 
roten Pferdeblutzellen. 


Das Ergebnis war, daB Co-Zymase kein Adenin-Mononucleotid ist. 
Sie ist ein Dinucleotid vom Molekulargewicht etwa 700 und enthalt 
zwei Basen, eine Purin- und eine Pyridinbase. Die Purinbase ist Adenin. 
die Pyridinbase ist das Amid der Nicotinséure. Der Gehalt an Adenin 
betragt etwa 19%, der Gehalt an Nicotinsiureamid etwa 17 °%%. 

Die Wirkungsgruppe der Co-Zymase ist ihr Pyridinkern. Durch 
den Wechsel 

Pyridin + Dihydropyridin 
iibertragt die Co-Zymase Wasserstoff. 

An den Ergebnissen dieser Nachpriifung sind die beiden Labo- 
ratorien, wie folgt, beteiligt : 

In Stockholm wurde 1935* festgestellt, da Co-Zymase nicht 28°, 
sondern nur 19 °% Adenin enthalt. Die Isolierung des Nicotinséureamids 
der Co-Zymase wurde in Stockholm 1935* versucht, aber nicht er- 
reicht. 

Das Nicotinsiureamid der Co-Zymase wurde zuerst anfangs 
1936 **, in Dahlem, isoliert. Mitte 1936*** entdeckten wir die Di- 
hydropyridinverbindung der Co-Zymase und ihre Dehydrierung durch 
Acetaldehyd und damit die Gleichungen der Wirkung der Co-Zymase. 


Pyridinnucleotide. 

Nach ihrer Wirkungsgruppe nennen wir die beiden wasserstoff- 
iibertragenden Co-Fermente ,,Pyridinnucleotide* und unterscheiden sie, 
nach ihrem Gehalt an Phosphorsaure, als ,, Triphospho- Pyridinnucleotid * 
und ,,Diphospho- Pyridinnucleotid’*. Triphospho-Pyridinnucleotid _ ist 
das friihere ,,wasserstoffiibertragende Co-Ferment**, Diphospho-Pyridin- 
nucleotid ist die friihere ,,Co-Zymase“. 


* H.v. Euler, H. Albers u. F. Schlenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 2387, 
180 I, 1935; 240, 113, 1936. In diesen Arbeiten wird das Ergebnis einer 
Pikrolonat-Analyse, ohne die experimentellen Belege der Analyse, mit- 
geteilt. Berechnet man aus den mitgeteilten Prozentzahlen die Zusammen- 
setzung des Basenteils des Pikrolonats, so findet man C,H, N,O,, waihrend 
Nikotinséiureamid die Zusammensetzung C,H,N,O hat. Auf die Mit 
teilung dieses Analysenergebnisses griindet v. Euler einen Beteiligungs- 
anspruch auf das Nikotinsiureamid der Co-Zymase (diese Zeitschr. 286. 


140, 1936), den kein Chemiker anerkennen wird. ** O. Warburg u. 
W. Christian, diese Zeitschr. 285, 156, 1936. —- *** Dieselben, ebenda 


286, 81, 1936; Helvetica Chimica Acta 19, E79, 1936. 
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Das phosphorylierende Co-Ferment nennen wir ,,Adeninnucleotid™ 
und lassen so offen, ob es die Lohmannsche oder die Osternsche Adenin- 
verbindung ist. 

Wir gewinnen die drei Nucleotide, die nunmehr leicht zugiangliche 
Substanzen sind, in einem Arbeitsgang aus roten Pferdeblutzellen, 
die ein weit besseres Ausgangsmaterial sind, als Hefe. Der Reinheits- 
grad der Nucleotide wird durch ihre katalytische Wirksamkeit in 
..Testen*’ bestimmt, die auch dazu dienen, die kolloiden Trager der 
Nucleotide zu reinigen und zu isolieren,. 

Giirung. 

Die Hydrierung und Dehydrierung der Pyridinnucleotide unter- 
suchen wir durch Messung der Lichtabsorption im Ultraviolett. Denn 
bei der reversiblen Hydrierung von Pyridinverbindungen — mégen es 
einfache Pyridinverbindungen oder Pyridinnucleotide oder deren 
Proteinverbindungen sein — tritt im langwelligen Ultraviolett die 
charakteristische Dihydropyridinbande auf. 

Leitet man die Garung so, daB Reduktions- und Oxydationsvorgange 
zeitlich getrennt sind, so tritt bei der Reduktion die Bande des Dihydro- 
pyridins auf. Sie verschwindet wieder bei der Oxydation. So kann man 
zeigen, daB die Garungen Pyridinkatalysen sind, bei denen das Diphospho- 
Pyridinnucleotid durch den Wechsel 

Pyridin -+ Dihydropyridin 
Wasserstoff des Kohlenhydrats auf Acetaldehyd oder Brenztrauben- 
siure iibertragt. 
Inhaltsiibersicht. 

I. Der Giartest. Die Komponenten des Gartestes. Die Zusammen- 
setzung des Girtestes. Die Endprodukte des Giartestes. — II. Isolierung des 
Adeninnucleotids und der beiden Pyridinnucleotide aus roten Pferdeblut- 
zellen. Trennung der drei Nucleotide iiber die Bariumsalze. Adeninnucleotid. 
Triphospho-Pyridinnucleotid. _Diphospho-Pyridinnucleotid. — IIf. Iso- 
lierung des Nicotinsiureamids aus den Pyridinnucleotiden und _ seine 
quantitative Bestimmung. Isolierung. Quantitative Bestimmung. Zu- 
sammenfassung. — IV. Reversible Dihydroderivate einfacher Pyridin- 
verbindungen. Trigonellin. Jodmethylat des Nicotinséureamids. —- V. Re- 
versible Hydrierung der Pyridinnucleotide mit Hydrosulfit. Mikro- 
hydrierung mit MHydrosulfit. Ultraviolettspektren. —- VI. Reversible 
Hydrierung der Proteinverbindungen der Pyridinnucleotide (Fermente). 
Triphospho-Pyridinnucleotid. _ Diphospho-Pyridinnucleotid. | Zusammen- 
fassung. -—- VII. Garung. Gleichungen der Wasserstoffiibertragung. De- 
hydrierung durch Acetaldehyd. Dehydrierung durch Brenztraubensaure. 
Andere Pyridin-Katalysen. 

I. Der Giirtest. 

Jedes Nucleotid wurde solange gereinigt, bis seine katalytische 
Wirksamkeit nicht mehr zunahm, wobei Standardnucleotidpraparate als 
MaBstibe dienten und bei jeder Priifung mitgemessen wurden. 
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Der ,,‘Test’ zur Bestimmung der katalytischen Wirkung des Tri- 
phospho-Pyridinnucleotids ist in einer friiheren Arbeit beschrieben?. 
[rrtiimlicherweise ist dort angegeben, daB der Gasraum der MeBgefiBe 
5°, Kohlensaéure und 95 ° Sauerstoff enthalte, wahrend er in Wirklich- 
keit reinen Sauerstoff enthielt. 


In dem Triphosphotest wirkt weder das Adeninnucleotid noch das 
Diphospho-Pyridinnucleotid. Zur Bestimmung der katalytischen Wirk- 
samkeit dieser beiden Nucleotide diente ein neuer Test, der ,,Gartest“. 
Er ist, weil er eine homogene Lésung ist, besser als v. Eulers Test. 
der mit ausgewaschener Trockenhefe (,,Apozymase‘‘) arbeitet, und 
besser als die sonst fiir Co-Fermentversuche benutzten Systeme. 
deren Proteine nie hinreichend lange dialysiert waren und immer 
Reste des einen oder anderen Co-Ferments enthielten. 

Das katalytische System des Giartestes besteht aus: 

1. Proteinfraktionen, die wir aus Lebedew-Saft gewinnen und als 
A- und B-Fraktionen unterscheiden. Fehlt eine der beiden Protein- 
fraktionen, so ist der Test reaktionslos. 

2. Magnesium-, Mangan- und Ammoniumionen. Da Magnesium zur 
Garung nétig ist, hat K. Lohmann? gefunden. Mangan ist, nach 
Versuchen von E. Negelein, wahrscheinlich zur Garung ndétig. 

3. Den beiden ,,Co-Fermenten** Adeninnucleotid und Diphospho- 
Pyridinnucleotid. Fehlt eines der beiden Nucleotide, so ist der Test 
reaktionslos. Um das Adeninnucleotid zu bestimmen, gibt man in 
jedes GefaB gleichviel Pyridinnucleotid und variiert die Adenin- 
nucleotidkonzentration. Um das Pyridinnucleotid zu bestimmen, 
gibt man in jedes GefaB gleichviel Adeninnucleotid und variiert die 
Pyridinnucleotidkonzentration. 

_ Das Substrat des Gartestes ist: 

1. Hexosemonophosphorsaure (Robison-Ester). 

2. Phosphorsaure. 

3. Acetaldehyd. 

Das Lésungsmittel ist 0,3°%ige Bicarbonatlésung, mit 10 Vol.-°, 
Kohlensaure und 90 Vol.-°% Argon gesattigt (px 7,3). 

Bei dem Test oxydiert Acetaldehyd Hexosemonophosphorsaure zu 
Brenztraubensdure und Phosphoglycerinséure und wird dabei selbst zu 
Alkohol reduziert, vielleicht nach der Gleichung: 

1 Hexosemonophosphorsaure + 2 Acetaldehyd + 1 Wasser 

= 1 Brenztraubensaure + 1 Phosphoglycerinsaure + 2 Alkohol. (1) 


1 Diese Zeitschr. 282, 157, 1935. —— 2 K. Lohmann, Naturwiss. 19, 
180, 1931. 
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Sicher wird dabei die Hialfte der Hexosemonophosphorsiure zu 
Hexosediphosphorsaure verestert : 
1] Hexosemonophosphorsaure -++ 1 Phosphorsaure 
= | Hexosediphosphorsaure -+- 1 Wasser. (2) 

(1) ist die Nilssonsche Reaktion!, (2) ist die Hardensche Reaktion?. 
Beide Reaktionen sind miteinander gekoppelt; auf welche Weise, 
kénnen wir nicht sagen. 

Vor allem durch die Nilssonsche Reaktion, in geringem MaBe auch 
durch die Hardensche Reaktion, witd bei dem Test Kohlenséure aus 
Bicarbonat ausgetrieben. Die Geschwindigkeit dieser Austreibung wird 
in bekannter Weise manometrisch gemessen. 

In der Testlésung fehlen von Garungsfermenten unter anderen die 
Neubergsche Carboxylase und das Embdensche® Ferment, das Phospho- 
glycerinsaure in Brenztraubensaure und Phosphorsaure spaltet. 

Ersetzt man in dem Gartest die Hexosemonophosphorsaure durch 
Glucose oder Fructose, so findet man keine Garung; ersetzt man die 
Hexosemonophosphorsaure durch Hexosediphosphorsdure, so findet 
man eine etwa zehnmal langsamere Garung. Eine langsamere Garung 
findet man auch, wenn man das Oxydationsmittel des Tests, den Acet- 
aldehyd, durch Brenztraubenséure ersetzt. Gibt man kein Oxydations- 
mittel zu der Testlésung, weder Acetaldehyd noch Brenztraubensaure, 
so findet man keine Garung. 

Wie es bei einem brauchbaren Test sein muB, sind die Mengen des 
katalytischen Systems, auch die Mengen der Proteinfraktionen, klein 
gegen die Substratmengen, die umgesetzt werden. Nur dann gilt, was 
iiber den Test gesagt worden ist. Steigert man die Nucleotid- 
konzentrationen so weit, daB sie von der GréBenordnung der Substrat- 
konzentrationen werden, so findet man Garung auch ohne Zusatz eines 
Oxydationsmittels. 

In der Girtestlésung fehlt die Embdensche Reaktion, Phosphoglycerin- 
saure = Brenztraubensiure + Phosphorsiure, also auch das Zwischen- 
produkt dieser Reaktion, die Phosphobrenztraubenséure von O,. Meyerhoj 
und W. Kiessling. Trotzdem entsteht das Hardensche Hexosediphosphat. 
Hier kann also die Hardensche Reaktion nicht, wie Meyerhof und Kiess- 
ling* unter anderen Bedingungen annehmen, durch die Phosphobrenz- 
traubenséiure bewirkt werden. 

Da die Proteine des Gartests wirklich von den dialysierenden Substanzen 


befreit sind und da im Girtest ohne daB man mit Fluorid oder Jodessig- 


' Ragnar Nilsson, Arkiv for Kemi usw. Schwed. Akad. d. Wissensch. 


10, Nr. 7, S. 1, 1930. — ? Arthur Harden u. W.J. Young, Proc. Roy. Soc. 
London (B) 80, 299, 1908. — * @. Embden, H. J. Deuticke u. G. Kraft, 
Zeit=chr. f. physiol. Chem. 230, 29, 1934. — 4 O. Meyerhoj u. W. Kiessling, 


diese Zeitschr. 281, 249, 1935; 283, 83, 1935. 
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saure vergiften muf wichtige Teilreaktionen der Garung gefabt werden 
kénnen, so wird die Versuchsanordnung des Tests nicht nur fiir die Zwecke. 
fiir die er zusammengesetzt wurde, sondern allgemein fiir die Untersuchung 
der Garung niitzlich sein. 


Die Komponenten des Gadrtestes. 

A-Protein fallt aus Lebedew-Saft beim Ansiéuern mit Essigsaure. 
kann durch Abstumpfen der Saure wieder gelist und mit Ammonsulfat 
(50°,ige Sattigung) gefaillt werden. FE. Negelein' hat eine Methode 
gefunden, mit der das A-Protein weitgehend von unwirksamen Pro- 
teinen befreit werden kann. Von Negeleins Praparat braucht man fii 
eine manometrische Messung beim Gartest pro GefaB 0,1 mg. Nimmt 
man an, da das Molekulargewicht des A-Proteins 70000 ist, und 
driicken wir die Proteinmenge in cmm Gas aus, so ist die Menge 
A-Protein pro GefaB beim Gartest 

22 400 
- -0,1 = 0,032cemm Protein. 
70000 

Negeleins A-Protein ist unter Ammonsulfat im Eisschiank haltbar. 
Zum Gebrauch wird die Suspension in Ammonsulfat hochtourig zentri- 
fugiert und der Bodensatz mit Wasser zu einer farblosen Fliissigkeit 
gelist. Die wasserige Lésung, die unbestandig ist, wird sofort zu der 
Gartestlésung gegeben. 

B- Proteine. 50 ccm frischer Lebedew-Saft werden bei 0° mit 200 cem 
Wasser verdiinnt und mit 5ccm zweifach n Essigsdure auf pu 4,6 
gebracht. Der Niederschlag, der das A-Protein enthalt, wird abzentri- 
fugiert und verworfen. Die tiberstehende Fliissigkeit wird mit 10 ccm 
n Natronlauge versetzt, eine etwa entstehende Tiiibung wird nicht 
abzentrifugiert. Man kihlt mit Eiswasser und gibt unter starkem 
Riihren in feinem Strahl 200 ccm gekiihltes Aceton (75 % des wasserigen 
Volumens) dazu, wobei ein flockiger Niederschlag entsteht, der die 
B-Proteine enthalt. Man zentrifugiert in einer gekihlten Zentrifuge, 
verreibt den Bodensatz mit 50cem Wasser und zentrifugiert nicht- 
geléstes (denaturiertes) Protein hochtourig ab. Die iiberstehende klare 
Lésung der B-Proteine enthalt noch Reste von Adeninnucleotid und 
Pyridinnucleotiden, von denen sie durch 50stiindige Dialyse bei 0° 
(Cellophanschliuche, auBen flieBendes destilliertes Wasser, Schiittel- 
apparat nach Kunitz*) befreit wird. Ein bei der Dialyse entstandener 
Niederschlag wird abzentrifugiert und ver worfen, die klare Lésung wird 
im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsiure bei 0° zu einem Pulver ge- 
trocknet. Das Pulver verliert beim Aufbewahren langsam seine Wirk- 
samkeit. Wir stellen es etwa alle 4 Wochen neu dar. 


' Vgl. die auf diese Arbeit folgende Arbeit von EF. Negelein. — 
2 M. Kunitz u. H.S. Simms, J. General. Physiol. 11, 641, 1928. 
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Zum Gebrauch lésen wir 25mg in 1 cem Wasser und geben von 
22400 


dieser Lésung beim Gartest in jedes GefaB 0,2 com = 5 mg ( .5 
T0000 
1,6cmm Protein). 
FE. Negelein ist damit beschaftigt, die B-Fraktion, die nach seinen 
Feststellungen mehrere wirksame Proteine enthait, in ihre Kompo- 
nenten zu zerlegen und von unwirksamen Proteinen zu _ befreien. 


Die Bicarbonatlésung enthalt pro Liter 50g Na HCO, und ist bei Zimmer- 
temperatur mit 100 Vol.-°, Kohlensaéure gesiattigt. Die Salzlésung enthiilt 
pro Liter 2,5. 10°-* Mole MgSO, und 5. 10° Mole MnSOQ,. Die Ammonium- 
bicarbonatlésung enthalt pro Liter 1 Mol (NH,),CO, und ist bei Zimmer- 
temperatur mit 100 Vol.-°, Kohlensiure gesittigt. Die Phosphatlésung ist 
eine Mischung von 4 Volumina m/2 Na,HPO, und 1 Volumen KH, PQ,. 
Die Lésung des hexosemonophosphorsauren Kaliums ist nach dieser Zeitschr. 
254, 438, 1932, aus dem kristallisierten Calciumsalz des Robison-Esters her- 
gestellt und enthalt pro Liter etwa 8g Phosphor. Die Acetaldeh ydlésung 
enthalt pro Liter 44 g (1 Mol) Acetaldehyd. Der reinste kaufliche Acetaldehyd 
enthalt oft eine Verunreinigung (Polymerisationsprodukt %), die die Gar- 
testreaktion hemmt. LaBt man aber die wisserige Acetaldehydlésung 
24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen, so verschwindet die hemmende 
Substanz aus der Lésung, die dann im Eisschrank aufbewahrt wird 
und wochenlang benutzt werden kann. Luftsauerstoff oxydiert sie 
langsamer als wir befiirchteten. 


Zusammensetzung des Gdrtestes. 
In den Hauptraum kegelférmiger MeBgefaéBe gibt man von den 
Komponenten des Gartestes folgende Mengen: 


2,34 com Wasser 0,l cem einer Lésung von hexose- 

0,2 cem Bicarbonatlésung (= 10mg monophosphorsaurem Kalium 
NaHCOQO,) (= 0,82 mg P) 

0,06 cem Phosphatlésung 0,2 cem B-Proteinlésung (= 5 mg) 

0,1 cem Salzlésung | 0,2cem A-Proteinlésung (= 0,1 mg) 


0,leem Ammoniumbicarbonatlésung | 0,leem Acetaldehydlésung (= 4,4mg) 
» 3,4 ccm. 
In die Ansatzbirnen gibt man die Lésungen der Nucleotide, die 
man, da ihre Mengen klein sind, vorher nicht zu neutralisieren braucht. 
Der Gasraum enthalt 10 Vol.-°% Kohlensiure und 90 Vol.-% 
Argon. Die Temperaturdes Thermostaten ist 20°. ¢ = Oist die Zeit, bei der 
die Nucleotide aus den Birnen in die Hauptraume heriibergeholt werden. 
Sind die Nucleotide von maximaler Wirksamkeit, so sind die Aus- 
schlage z. B.: 





Re er ee eer ae ee I II Ul IV V VI 


In der Birne: | 
Diphospho-Pyridinnucleotid . . — 0,01 mg | 0,02mg 0,lmg {0,1 mg 0,1 mg 
Adeninnucleotid ........ Giese '03 «. 6a | 0,03 . 0,06 

Nach Einkippen des Birneninhalts emm CO, 

in 10 Min. 0 26 36 0 28 47 
a) a 0 51 a | 0 59 93 
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Aus dem angefiihrten Beispiel sieht man: 
1. DaB der Test zur Bestimmung sowohl des Adeninnucleotids, als auch 
des Diphospho-Pyridinnucleotids geeignet ist. 
DaB die Ausschlage, auch bei kleinen Nucleotidkonzentrationen, nicht 
proportional den Nucleotidkonzentrationen sind. 
DaB die Proteine, wie es sein muB, frei sind von beiden Nucleotiden 
. DaB das Adeninnucleotid kein Pyridinnucleotid und das Pyridin 
nucleotid kein Adeninnucleotid enthielt. 

Will man, was bei der Bestimmung der Nucleotide nicht nétig ist 
aus der entwickelten Kohlensaure die bei der Garung gebildete Saure 
berechnen, so hat man zu beriicksichtigen, daB Kohlenséure in de: 
Gartestlésung ,,retiniert‘‘ wird. Der Korrektionsfaktor wird in bekannte 
Weise durch Einkippen von Saure bestimmt und war 1,25: 


“Siure = hoo, . keo, 1,25. 


Da der Gartest reaktionslos ist, wenn eine der beiden Protein- 
fraktionen fehlt, so kann man ihn auch zur Reinigung und Isolierung 
der fiir die Garung notwendigen Proteine benutzen!. 


Die Endprodukte des Gdrtestes. 

Zur Bestimmung eines Endproduktes geniigt im allgemeinen die 
Menge Gartestlésung (3,4 cem), die bei der manometrischen Anordnung 
in ein VersuchsgefiB eingefillt wird; nur wenn man das phospho- 
glycerinsaure Barium isolieren will, braucht man mehr. 

Im allgemeinen also kann man eine Endproduktbestimmung mit 
einer manometrischen Messung verbinden, was den Vorteil hat, da’ 
man des vollstandigen Ablaufs der Reaktion sicher ist. 

Die Nucleotidmengen, die man bei Endproduktbestimmungen aus 
den Birnen in jedes GefaéB einkippt, sind 0,1 mg Adeninnucleotid und 
0.1 mg Diphospho-Pyridinnucleotid. Die Geschwindigkeit, mit der die 
Testreaktion zu Ende lauft, wird dann im wesentlichen durch die Be- 
schaffenheit der B-Proteinlésung bestimmt. Mit frischer, nicht dialy- 
sierter Lésung lauft die Reaktion sehr schnell zu Ende, doch haben wir — 
aus Griinden der Sauberkeit — immer nur das aus der dialysierten 
Lésung gewonnene Trockenpulver benutzt. 

Gesamte Sdure. Enthalt das VersuchsgefaB in 3,4 ccm (Gartest- 
l6sung 0,82mg Phosphor als Hexose- - 
monophosphorsaure, so ist beispiels- yc ay ag 
weise, nach dem Einkippen der beiden 
Nucleotide, der zeitliche Verlauf der Nach -< Min. ba 
Reaktion der folgende: oo 438 


” 





! Vgl. die auf diese Arbeit folgende Arbeit von E. Negelein. 
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Da 0,82 mg Phosphor 0.82 -592cmm sind, so werden 

438 
pro Mol verschwundener Hexosemonophosphorsaure 592 0,74 Mole 
Saure gebildet. 

Unter den im Girtest gebildeten Sauren findet man keine Kohlen- 
siure. Denn die Giartestlésung enthalt, wie oben erwahnt, keine 
Carboxylase. 

Brenztraubensdure. Ist die Reaktion in dem ManometergefaB 
abgelaufen, so fiigt man dem Hauptraum 1 ccm 1 mol. Acetatpuffer 
des pu 4,9 hinzu und gibt in die Ansatzbirne etwa | mg eines Carb- 
oxylasepraparats, das frei ist von andern Garungsfermenten. Ein solches 
Praparat hat F. Kubowitz aus Hefe hergestellt. Man verbindet dann 
wieder mit dem Manometer, fiillt den Gasraum mit Luft, hangt in 
den 20°-Thermostaten ein und schiittelt zunachst, bis die aus dem 
Bicarbonat der Gartestlésung stammende Kohlensaure sich zwischen 
Gasraum und Fliissigkeit verteilt hat. Dann holt man die Carboxylase 
aus der Birne in den Hauptraum und liest nach 10 bis 20 Minuten den 
Endwert der durch das Ferment entwickelten Kohlensaure ab. 

Waren zum Beispiel in dem GefaiB durch Gairung 592cmm Hexose- 
monophosphorséure verschwunden und 438cmm Siure entstanden, so 
wurden durch die Carboxylase 159cemm Kohlenséure entwickelt. Pro Mol 
verschwundener Hexosemonophosphorsaure waren also 159/592 = 0,27 Mole 
Brenztraubensaure entstanden. Von den bei der Garung entstandenen 
Sauren waren 159/438 = 0,36 Mole Brenztraubensaure. 

Alkohol. Beim Gartest wird Acetaldehyd zu Alkohol reduziert. Da 
der Acetaldehyd immer im UberschuB war, so hatten wir Alkohol neben 
Aldehyd zu bestimmen. Wir entfernten dabei nicht, wie friihere Unter- 
sucher, den Aldehyd vor der Alkoholbestimmung, sondern berechneten 
die Alkoholbildung aus der Zunahme an (fliichtiger) Chromsaure redu- 
zierender Substanz. Da namlich Chromsaure sowohl Acetaldehyd als 
auch Alkohol zu Essigsiure oxydiert, so ist der Reduktionswert eines 
Molekiils Acetaldehyd gieich 2 H-Atomen: 


mi 
CH,C—OH = CH,COOH + 2H, 
\OH 


aber der Reduktionswert eines Molekiils Alkohol gleich 4 H-Atomen: 
CH,CH,OH + H,O = CH,COOH + 4H. 

Die fliichtige, Chromsaure reduzierende Substanz bestimmen wir 

nach Erik M. P. Widmark', indem wir Gartestlésung, die nicht reagiert 

hat, und solche, die bis zu Ende reagiert hat, in Widmarksche 


1 Erik M. P. Widmark, diese Zeitschr. 131, 473, 1922. 
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Schalen, die 3cem fassen, einfiillen und ihren Inhalt in Erlenmeyer- 
Kolben, die 200 cem fassen, bei 65 bis 70° in 5 cem Bichromatschwefel- 
siure verdampfen. [st der Schaleninhalt verdampft, so gibt man 2,5 ccm 
5°, ige Jodkalilésung in die Chromsaéurelésung und titriert das Jod mit 
n 100) Thiosulfat. Die vorgelegte Chromsaure ist aquivalent etwa 
20cem n,/100 Jodlésung. 


Die Alkoholbestimmung verbindet man mit einer manometrischen 
Messung der Saurebildung, wobei man, da fiir die Alkoholbestimmung 
ein kleines Flissigkeitsvolumen erwiinscht ist, mit einer Gartestlésung 
arbeitet, die konzentrierter als sonst ist (Volumen pro ManometergefaB 
2,5cem statt 3,4cem). Die Substanzmengen sind die gleichen mit 
Ausnahme des Aldehyds, von dem man pro ManometergefaB 2 mg statt 
4.4 mg zusetzt. 

Zum Beispiel verschwanden bei einem Giérungsversuch pro Gefaf 
592 cmm Hexosemonophosphorséure; 452emm Saéure wurden dabei ge- 
bildet. Der Titer der vorgelegten Chromsiure war 19,07 cem n/100 Jod. Die 
Ciirtestlésuny, die nicht reagiert hatte, verminderte diesen Titer auf 
10,44 com n/100 Jod, die Gartestlésung, die bis zu Ende reagiert hatte, auf 
4,67 com n/100 Jod. Die beim Gartest gebildete Alkoholmenge betrug also: 

10,44 — 4,67 
2 
2,89. 10°? . 22400 = 647 emm Alkohol. 


- 10-7 = 2,89. 10-* Millimole Alkohol 


Pro Mol verschwundener Hexosemonophosphorsiure waren also 647/592 
1,1 Mole Acetaldehyd zu Alkohol reduziert. Pro Mol gebildeter Saure 
waren 647/452 1,43 Mole Acetaldehyd zu Alkohol reduziert. Der Acetal- 
dehyd dehydriert also das Kohlenhydrat nur zum Teil zu Sauren. 
Phosphoglycerinsdure und Hexosediphosphorsdure. Man fillt in 
ein ManometergefaB die Gartestlésung (3,4 ccm), nimmt zur Zeit 
¢t =0 und nach Ablauf der Garung je 1 cem heraus, enteiweiBt mit 
‘Trichloressigsaure (5° nach Zusatz) und bestimmt den anorganischen 
und organischen Phosphor nach der Methode von Briggs in der von 
M. Martland und R. Robison! angegebenen Form. 
Wir fanden pro GefaB: 
Zur Zeit t 0: 0,93 mg anorg. P 
0,82 ,, organ. P (der Hexosemonophosphors.). 
Nach Ablauf der Garung: 0,53 ,, anorg. P 
1,23 ,, organ. P 
Der organische Phosphor hatte also bei der Gérung zugenommen, 
und zwar um 0,4 mg, die ausreichen wiirden, um die Halfte der Hexose- 
monophosphorsaure zu Hexosediphosphorsiure zu verestern. 


' M. Martland u. R. Robison, Biochem. J. 20, 847, 1926. 
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Zur Orientierung tiber die Bindungsart des Phosphors nach Ab- 
lauf der Garung wandten wir das Verfabren von K. Lohmann! an und 
erhitzten das Trichloressigsdurefiltrat in n Salzsiure 3 Stunden auf 100°. 
Von den 1,23 mg organischen Phosphors waren dann 0,88 mg abge- 
spalten und 0,35 mg in organischer Bindung geblieben. Stammt der 
abgespaltene Phosphor von Hexosediphospkat und ist der sdurefeste 
test Phosphoglycerinsdéure, so hatten sich bei der Garuag pro Gefab 
gebildet : 


0,85 
ts 22400 — 318cmm_ Hexosediphosphorsaure, 
0,35 2 ee 

. 22400 = 252cmm Phosphoglycerinsaure. 


592 cmm Hexosemonophosphorsiure waren dabei verschwunden, 
440 cmm Saure waren bei der manometrischen Messung erschienen. 


Bilanz. Bei einem Einsatz von 592 emm Hexosemonophosphorsaure 
pro GefaB werden ruad 440cmm Saure im Girtest entwickelt, von 
denen sicher 159cmm Brenztraubensdure und vielleicht 252 emm 
Phosphoglycerinsaure sind. Die Summe Brenztraubensaiure + Phos- 
phoglycerinsaure ware dann 4llcmm. 440 — 411 = 29cmm Saure 

yiren also anderer Herkunft. Der GréBenordnung nach entsprechen 
sie der Zunahme der Aziditaét bei der Veresterung und Umesterung 
der Phosphorsaure. 

Von den 592cmm Hexosemonophosphorsiure werden nahezu die 
Halfte in Hexosediphosphorsaure verestert. Die andere Halfte — rund 
300 cmm — werden durch Acetaldehyd oxydiert, wobei rund 600 emm 
Alkohol, aber nicht 600 emm, sondern nur 440 cmm Sauren entstehen. 
Vielleicht hangt diese Unstimmigkeit damit zusammen, das Robison- 
ester? ein Gemisch von Aldose- und Fructosephosphat ist. 

Tsolierung des phosphoglycerinsauren Bariums. Die Isolierung der 
Phosphoglycerinséure aus einem Gemisch mit anorganischer Phosphorsiéure 
und Hexosediphosphorsaure ist zu umstandlich, als daB, auf dem im folgenden 
angedeuteten Weg, eine quantitative Bestimmung der Phosphoglycerinsiure 
moéglich ware. 

Nach Ablauf der Testreaktion wird mit Trichloressigsiure enteiweiSt, 
dann mit 25% igem NH, alkalisch gemacht —- mit Mg(NO,), zur Abschei- 
dung des anorganischen Phosphats versetzt —- 2 Stunden bei 0°, bis die 
iiberstehende Lésung klar ist -+ Abfiltrieren des Magnesium-Ammonium- 
phosphats —- Filtrat mit Essigsiure schwach angesiuert —- mit Pb-Acetat 
gefallt + Bleisalze mit verdiinntem Pb-Acetat und mit Wasser gewaschen. 


' K. Lohmann, diese Zeitschr. 202, 466, 1928. — °Vgl. z. B. M. Mae 
Leod u. R. Robison, Biochem. J. 28, 517, 1929; O. Warburg u. W. Christian, 
diese Zeitschr. 282, 157, 1935, besonders S. 164. 
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Nach Trocknung im Hochvakuum bei 60° hatten die Bleisalze die Zu- 

sammensetzung: 57,6°, Pb und 7,63, P, wahrend berechnet sind 
fiir das neutrale Pb-Salz der Hexosediphosphor- 
GRID eo coe ee 6 5 a ie ee elm Ue bse, ee ae RD ee 
fiir das neutrale Pb-Salz der Phosphoglycerin- 
SRUTO oS las ee See oo ee ne Ale ee, 

Sowohl aus dem Bleigehalt als auch aus dem Phosphorgehalt der Blei- 
salze berechnet man, daB ein Gemisch vorliegt von 69°, des neutralen 
Pb-Salzes der Hexosediphosphorséure und 31°, des neutralen Pb-Salzes 
der Phosphoglycerinsiure. Dann miiBten 74°, des Phosphors bei drei- 
stiindigem Erhitzen in normaler Salzséiure auf 100° abgespalten werden und 
26°, des Phosphors séurefest sein. 

Das Gemisch der Bleisalze wird in Wasser suspendiert — das Blei mit 
H,S entfernt —- das Filtrat des PbS 3 Stunden inn Salzsdure auf 100° erhitzt, 
wobei 79%, des P als Phosphorsiure abgespalten werden —- 11Cl mit iiber- 
schiissigem Ag N O, entfernt —- Silber mit H, 8 entfernt —- Filtrat des Ag, S mit 
Ammoniak alkalisch gemacht —- dieanorganische Phosphorséiure mit Mg (N O,), 
gefallt -Filtrat des Magnesium-Ammoniumphosphats mit Essigséure schwach 
angesiuert —> mit Bleiacetat gefallt + Bleisalz mit verdiinntem Bleiacetat und 
dann mit Wasser gewaschen -—+ Blei mit H,S entfernt — Filtrat des PbS mit 
Bariumchlorid versetzt und mit '/, Volumen Alkohol ein kristallinisches 
Ba-Salz! (diinne Platten) gefallt, das zunichst 48 Stunden iiber Schwefel- 
siure im Vakuumexsikkator getrocknet wird. Bei dem darauffolgenden 
Trocknen im Hochvakuum bei 60° verlor das Salz in 6 Stunden noch 0,9 °,, 
an Gewicht. In dem so getrockneten Salz fand W. Laittgens: 


5,257 mg; 3,490 mg BaSQ,, 
5,608 mg; 34,76 mg Ammonium-Phosphormolybdat. 





Ba 


Saures Ba-Salz der Phosphoglycerinsiure', | ‘ 4 0/ o/ 
C; H;Ba PO, + 2H,0 (Mol.-Gew. 357) | Pe | 38.4% 8,7 %o 


gef. 39,1% 90% 


Il. Isolierung des Adeninnucleotids und der beiden Pyridinnucleotide aus 
roten Pferdeblutzellen. 

Wir beschreiben in diesem Kapitel ein Verfahren, mit dem man 
das Adeninnucleotid und die beiden Pyridinnucleotide in einem Arbeits- 
gang aus roten Pferdeblutzellen isolieren kann. Das Verfahren ist 
oft mit gleichem Erfolg wiederholt worden und ist eine von Zufalligkeiten 
unabhangige Methode zur Isolierung der drei Nucleotide. 

Rote Pferdeblutzellen werden mit Wasser cytolysiert, sofort nach 
der Cytolyse wird das Eiwei8 mit Aceton gefallt. Aus der iiberstehenden 
Lésung, die die Nucleotide enthalt, wird das Aceton zum gréBten Teil 
durch Destillation unter vermindertem Druck verjagt. Dann wird mit 


'G. Embden, H. J. Deuticke u. G. Krajt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 230, 
12, 1934. 
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Merkuriacetat fraktioniert. Die Fraktion, die das Triphosphor-Pyridin- 
nucleotid enthalt, enthalt auch die beiden andern Nucleotide. Sie wird 
mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert, aus dem Filtrat des Queck- 
silbersulfids werden die drei Nucleotide mit Aceton niedergeschlagen. 
Geht man von 1000 Litern Blutzellen aus, so betrigt das Gewicht des 
.rohen Nucleotidgemisches** 48000 mg. 

Die beiden Schritte, durch die man das rohe Nucleotidgemisch aus 
roten Pferdeblutzellen gewinnt, sind bei der Isolierung des Triphospho- 
Pyridinnucleotids frither' als 1. und 2. Schritt genau beschrieben und 
ohne Anderung in den Arbeitsgang zur Isolierung der drei Nucleotide 
iibernommen worden. 


Trennung der drei Nucleotide tber die Bariumsalze. 


Prinzip. Das Bariumsalz des Adeninnucleotids ist, wie K. Loh- 
mann gefunden hat, in Wasser schwer léslich. Das Bariumsalz des Tri- 
phospho-Pyridinnucleotids ist in verdiinntem Alkohol schwer léslich, das 
Bariumsalz des Diphospho-Pyridinnucleotids ist in verdiinntem Alkohol 
leicht léslich. 


Vorschrift. 13500 mg rohes Nucleotidgemisch werden in 1350 cem 
Wasser gelést. Mit 110 ccm !/, mol. Bariumacetat fallt ein Barium- 
salz, das auf der Zentrifuge zweimal mit 75 ccm m/10 Bariumacetat 
gewaschen, dann fest zusammenzentrifugiert, aber nicht getrocknet 


wird (,,Bariumsalz Ia‘‘). Zur Mutterlauge dieses Bariumsalzes fiigt 
man die Waschflissigkeiten, macht mit 112ccm kaltgesattigter Barium- 
hydroxydlésung schwach alkalisch (Phenolphthalein rosa), wobei eine 
im Vergleich zur ersten Bariumfallung geringe Fallung auftritt. Man 
wascht den Niederschlag auf der Zentrifuge zweimal mit 50 cem m/10 
Barytlauge und zentrifugiert ihn dann fest zusammen, aber trocknet 
ihn nicht (,,Bariumsalz Ib‘). 

Die Mutterlauge des Bariumsalzes Ib und seine Waschfliissigkeiten 
vereinigt man zu 1800ccem und fallt durch Zusatz des dreifachen 
Volumens Alkohol (5400 cem) ein Bariumsalz, das fest zusammen- 
zentrifugiert, aber nicht gewaschen und nicht getrocknet wird (,, Barium- 
salz IT‘‘). 

Die Mutterlauge des Bariumsalzes II dampft man unter ver- 
mindertem Druck auf 1 Liter ein (Lésung des ,,Bariumsalzes III‘). 


Adeninnucleotid. 


Bariumsalz Ia und Ib enthalten das Adeninnucleotid, Ia etwa 
siebenmal soviel als Ib. Da Ib unreiner ist als Ia, so verwirft man Ib, 
wenn es auf die Ausbeute nicht ankommt. 


1 Diese Zeitschr. 282, 157, 1935, besonders S. 171. 





O. Warburg u. W. Christian: 


Das Bariumsalz Ia wird in 100 ccm Wasser suspendiert. Man lést 
es durch Zugabe von 20 ccm zweifach normaler Salpetersiure und fallt 
mit 40 cem normaler Schwefelsaure das Barium aus, wobei ein kleiner 
UberschuB Schwefelsiure nicht schadet, wascht das Bariumsulfat 
auf der Zentrifuge mit Wasser, vereinigt Mutterlauge und Waschwasser 
des Bariumsulfats zu 400 cem und fallt das Adeninnucleotid mit 40 ccm 
10% igem Mercuriacetat. Der Quecksilberniederschlag wird auf der 
Zentrifuge zweimal mit 100ccm 0,5 °%iger Mercuriacetatlésung ge- 
waschen, dann in 100 cem Wasser suspendiert und mit Schwefelwasser- 
stoff entquecksilbert. Die Mutterlauge des Quecksilbersulfids engt man 
unter vermindertem Druck auf 40 ccm ein und fallt mit Aceton ein 
weiBes Pulver, dessen Gewicht 2110 mg betragt und dessen Reinheits- 
grad etwa 0,8 ist. 

Das so gewonnene Praparat enthalt eine Verunreinigung, die in 
saurer Lésung blau, in alkalischer Lésung griinlich fluoresziert. Um 
sie zu entfernen, lést man 100mg in 4cem Wasser, gibt 4ccm_ bei 
Zimmertemperatur gesattigtes Bromwasser dazu und laBt 3 Stunden 
bei Zimmertemperatur stehen. Dann verjagt man das Brom durch einen 
Luftstrom, engt unter vermindertem Druck auf 2ccm ein und fiallt 
das Nucleotid mit der 20fachen Menge Aceton. Ausbeute 83 mg, Rein- 
heitsgrad etwa 0,9. 


Verbrennt man dieses Praparat im Sauerstoffstrom, so bleiben etwa 
5% Riickstand. Fallt man es aus salpetersaurer Lésung mit Silber- 
nitrat nach Fiske und Subbarow!, entfernt das Silber mit Schwefel- 
wasserstoff und schlagt das Nucleotid aus dem Filtrat des Silbersulfids 
mit Aceton nieder, so hat der Verbrennungsriickstand nicht wesentlich 


abgenommen. 

Der Riickstand bei der Verbrennung riihrt im allgemeinen zum 
groébten Teil von Eisen her. Um das Eisen zu entfernen, lésen wir 100 mg 
Nucleotid in 4 cem Wasser und 1 cem normalem Ammoniak, fallen durch 
Kinleiten von Schwefelwasserstoff das Eisen als Sulfid, zentrifugieren 
das Sulfid hochtourig ab, séuern die iiberstehende Flissigkeit mit Essig- 
siure an, entfernen den Schwefelwasserstoff durch Liften, fallen das 
Nucleotid mit Mercuriacetat, waschen das Mercurisalz zweimal mit 
0,5°%igem Mercuriacetat, entquecksilbern mit Schwefelwasserstoff, 
engen das Filtrat vom Quecksilbersulfid unter vermindertem Druck 
auf lLecm ein und fallen mit dem 20fachen Volumen Aceton. Aus- 
beute 79mg, Reinheitsgrad nahezu 1,0. 

Die so gewonnene Substanz ist nicht das freie Nucleotid, sondern 
ein Ammoniumsalz. Beim Gliihen im Sauerstoffstrom hinterlieB sie 


! O.H. Fiske u. F. Subbarow, Science 70, 381, 1929. 





Pyridin, d. wasserstoffiibertragende Bestandteil v. Garungsfermenten. 305 


noch 1,5°% Riickstand. Im Hockvakuum bei 60° verlor sie in 2 Stunden 
5,8° an Gewicht und blieb dann konstant. In der so getrockneten 
Substanz fand W. Liittgens: 

4,880 mg; 4,586 mg CQ,, 1,585 mg H,O. 

5,095 mg; 0,764 cem N (19,7°; 759 mm). 

5,365 mg; 55,60 mg Ammonium-Phosphormolybdat. 

5,19 mg; 0,20mg NH, (nach Folin beim Durchliiften der alkalischen 

Lésung). 





NH, 


Z. B.: Di-Adenosin-Pentaphos- 


phorsaure + 2 NH, wn 9R20/ 2IN0 70 . 7 
Coo Hog Nio Ps Oog + 2 NH; ‘ig r. 25,3 oO 3,70 ‘ 17,7 oO 16,3 %, 3,58 ‘ 


(Mol.-Gew. 950) 
gef. 25,6 % '3,65% 17,5% | 15,1°, 3,90° 


DieSubstanz ist also entweder das Di-Ammoniumsalz der Ostern- 
schen! Di-Adenosin-Pentaphosphorsiure oder ein Gemisch der Mono- 
Ammoniumsalze der Lohmannschen? Adenosin-Di- und Adenosin-Tri- 


phosphorsaure. 

Eingehender haben wir uns mit diesem Nucleotid, itiber das schon 
viel gearbeitet worden ist, nicht beschaftigt. Zur Entscheidung der 
Frage, ob es ein Mono- oder ein Dinucleotid ist, wird es notwendig 
sein, das Nucleotid véllig von Basen zu befreien und dann das Mole- 


kulargewicht zu bestimmen. 
Die Ausbeute an Nucleotid des Reinheitsgrades 1, aus 1000 Litern 
roter Pferdeblutzellen, betrigt etwa 5000 mg. 


Triphospho-Pyridinnucleotid. 
(,,Wasserstoffiibertragendes Co-Ferment“.) 

Das Bariumsalz IT wird in 2 Litern Wasser gelést. Mit 14 g Mercuri- 
acetat fallt man ein Quecksilbersalz, das auf der Zentrifuge mit 0,5 °,iger 
Mercuriacetatlésung gewaschen, dann in 400 ccm Wasser suspendiert 
und mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert wird. Das Filtrat des 
Quecksilbersulfids engt man unter vermindertem Druck auf 40 ccm 
ein, entfernt (mitgerissenes ¢) Barium durch etwas _ iiberschiissige 
Schwefelséure und gibt das dreifache Volumen Aceton dazu, wobei eine 
milchige Fallung entsteht, die das Nucleotid enthalt und auf einer 
gekiihlten Zentrifuge abzentrifugiert wird. Auf den Bodensatz giebt 
man reines Aceton, laBt iiber Nacht bei 0° stehen, wobei das 01 zu einer 
blattrigen Masse gehartet wird, wascht mit reinem Aceton und trocknet. 
Ausbeute 3600 mg, Reinheitsgrad etwa 0,3. 


2 


1 P.Ostern, diese Zeitschr. 270, 1, 1934. — 2 K. Lohmann, diese 
Zeitschr. 282, 120, 1935; vgl. auch Th. Wagner-Jauregg, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 238, 129, 1936; 239, 188, 1936. 
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Zur weiteren Reinigung wird das Praparat in Methanolsalzsdur 
gelést und mit Essigester niedergeschlagen, wobei der Reinheitsgracd 


auf etwa 0,5 steigt; dann mit Bleiacetat und Alkohol aus essigsaure) 
Lésung fraktioniert, wobei der Reinheitsgrad auf nahezu 1 steigt. Diesé 
beiden Schritte sind als 4. und 5. Schritt in der Arbeit iiber das Tri- 
phospho-Pyridinnucleotid beschrieben!. Ausbeute nach dem 5. Schritt 
777 mg, Reinheitsgrad nahezu 1. 

Das so gewonnene Praparat ist mit einer in saurer Lésung blau, 
in alkalischer Lésung grinlich fluoreszierenden Substanz verunreinigt, 
deren Menge klein ist, die aber bei optischen Versuchen stort. Um sie 
zu entfernen, lést man 100 mg in 4 ccm Wasser, fiigt 4 ccm bei Zimmer- 
temperatur gesattigtes Bromwasser hinzu und 1laBt 3 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen. Dann verjagt man das Brom durch einen 
Luftstrom, verdiinnt mit 12cem Wasser und gibt 1,2ccem Eisessig 
und 3,2 cem einer '/, molaren Bleiacetatlésung dazu, wobei ein Nieder- 
schlag entsteht, den man — nach zweistiindigem Stehen bei 0° — ab- 
saugt und verwirft. Zur tiberstehenden Lésung gibt man 18 cem Alkohol, 
laBt 20 Stunden bei 0° stehen, zentrifugiert den Niederschlag, der das 
Nucleotid enthalt, ab, suspendiert ihn, ohne ihn zu waschen, in 5 ccm 
Wasser, entbleit mit Schwefelwasserstoff, engt das Filtrat des Blei- 
sulfids unter vermindertem Druck auf 1 ccm ein und fallt das Nucleotid 
mit dem fiinffachen Volumen Aceton. Ausbeute 41 mg, Reinheitsgrad 1. 

Verbrennt man die Substanz im Sauerstoffstrom, so bleibt kein Riick- 
stand. Zur Analyse wird die Substanz 2 Stunden im Hochvakuum bei 60° 
getrocknet, wobei sie 3,5% ihres Gewichts verliert. W. Liittgens fand: 

4,381 mg; 5,443 mg CO,; 1,735 mg H,O. 33,88°% C. 4,43 H. 

4,461 mg; 5,544 mg CO,; 1,707 mg H,O. 33,899 C. 4,28% H. 

4,561 mg; 0,463 cem N (758 mm; 21,7°), 11,73 % N. 

4,790 mg; 0,489 ccm N (758 mm; 22,7°), 11,75% N. 

4,765 mg; 39,89 mg Ammonium-Phosphormolybdat. 12,16% P. 

4,774 mg; 39,54 mg Ammonium-Phosphormolybdat. 12,03°, P. 





Cc H N P rf) 


2 Pentose, 3H,P0,, 1 Adenin, | 
1 Nicotinsiureamid —6H,O  } ber. | 34,0 % 3,78 %} 13,2 % | 

Co, Hos N; P3 0,7 (Mol.-Gew. 743) | 

1 Pentose, 1 Hexose, 3 Hs; PO,, | | 

1 Adenin, 1 Nicotinstureamid = { ber. | 38.4 % 4,06 %| 12,4 % we & 38,4 % 


12.5% 36,6 %, 


Ca HggN7 P3049 (Mol.-Gew. 791) 
gef. 33,9 % 4,36 %|11,74 %|12,10% 37,9 % 


Die Ausbeute an Nucleotid des Reinheitsgrades 1, aus 1000 Litern 
roter Pferdeblutzellen, betrigt 2760 mg, nach Entfernung der fluores- 


! Diese Zeitschr. 282, 157, 1935, besonders S. 174. 
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zierenden Verunreinigung, wobei die katalytische Wirksamkeit nur 
unwesentlich zunimmt, 1130 mg. Die ,,Entfarbung’‘ mit Brom wird 
man also nur vornehmen, wenn das Nucleotid fiir optische Versuche 
verwendet werden soll. 

Nach der Entfarbung mit Brom war der Stickstoffgehalt der 
Praparate im allgemeinen etwas niedriger. Vielleicht wird bei der 
Brombehandlung etwas Nicotinsiureamid desamidiert. 


Diphospho-P yridinnucleotid. 
(,,Co-Zymase*.) 

Zur Lésung des ,,Bariumsalzes III*‘ gibt man 100 cem 16 °(ige 
Mercuriacetatlésung, wobei ein Quecksilbersalz fallt, das viel Barium 
enthalt. Man wascht den Niederschlag, der das Diphospho-Pyridin- 
nucleotid enthalt, auf der Zentrifuge mit 100 ccm 1 °,iger Mercuriacetat- 
lésung, suspendiert ihn in 400cem Wasser, entfernt das Quecksilber 
mit Schwefelwasserstoff, dampft das Filtrat des Quecksilbersulfids unter 
vermindertem Druck auf 40 ccm ein, entfernt das Barium durch etwas 
iiberschiissige Schwefelsiure und fallt das Nucleotid mit dem finf- 
fachen Volumen Aceton. Ausbeute 2400 mg, Reinheitsgrad etwa 0,3. 

Zur Reinigung lést man die 2400 mg bei 0° in 1200 cem Methanol, 
das in bezug auf Salzsaure !/,, normal ist, und fallt das Nucleotid sofort 
nach der Auflésung mit dem dreifachen Volumen eisgekiihlten Essig- 
esters, genau wie bei der Reinigung! des Triphospho-Pyridinnucleotids. 
Ausbeute 1200 mg, Reinheitsgrad etwa 0,55. 

Zur weiteren Reinigung lést man die 1200 mg in 120 cem n Essig- 
siure und gibt 24ccm | mol. Bleiacetatlésung dazu, wobei kein Nieder- 
schlag entstehen soll. Fiigt man 360 cem Alkohol zu der Lésung, so 
fallt ein gelblicher flockiger Niederschlag. Man laBt 1 Stunde bei 0° 
stehen, zentrifugiert den Niederschlag ab, verwirft ihn, und gibt zu 
der iiberstehenden etwas triiben Lésung weitere 720ccm Alkohol, 
wobei die Triibung starker wird, im allgemeinen aber kein Niederschlag 
entsteht. Man laBt 20 Stunden bei 0° stehen, wobei der kolloide Nieder- 
schlag manchmal flockig wird. Ist das nicht der Fall, so muB etwa 
6 Stunden bei 0° zentrifugiert werden. Der Bodensatz, der das Nucleotid 
enthalt, wird in 100 cem Wasser suspendiert und mit Schwefelwasser- 
stoff entbleit. Das Filtrat des Bleisulfids engt man unter vermindertem 
Druck auf l5cem ein, tiberzeugt sich durch Zusatz eines Tropfens 
verdiinnter Schwefelsiure, daB die Lésung frei von Barium ist, gibt 
1,5cem n Salzséure zu der Lésung, fallt das Nucleotid mit dem fiinf- 
fachen Volumen Aceton und wascht es auf der Zentrifuge mit reinem 
Aceton. Ausbeute 710mg vom Reinheitsgrad 0,9. 


1 Diese Zeitschr. 282, 157, 1935, besonders S. 174. 
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Das so gewonnene Praparat ist mit einer in saurer Lésung blau. 
in alkalischer Lésung griinlich fluoreszierenden Substanz verunreinigt 
Um sie zu entfernen, lést man 100 mg in 4ccm Wasser, gibt 4 cem bei 
Zimmertemperatur gesaittigten Bromwassers dazu und laBt 3 Stunden 
bei Zimmertemperatur stehen. Dann hat sich ein geringer gelber Nieder- 
schlag gebildet, der abzentrifugiert und verworfen wird. Zu der iiber- 
stehenden Fliissigkeit, aus der das Brom durch einen Luftstrom verjagt 
ist, fiigt man 2 cem Wasser, 0,6cem Eisessig und 2ccem 1 mol. Blei 
acetatlisung, wobei kein Niederschlag entsteht. Bei Zusatz von 30 cem 
Alkohol fallt ein flockiger Niederschlag, der abzentrifugiert, nicht ge- 
waschen und verworfen wird. Aus der iiberstehenden Lésung fallt 
bei Zusatz von 60 ccm Alkohol das Bleisalz des Nucleotids (im allge- 
meinen in groben Flocken) aus. Man 1laBt 1 Stunde bei 0° stehen, zentri- 
fugiert, suspendiert den Bodensatz ohne ihn zu waschen, in einigen 
ecm Wasser, entbleit mit Schwefelwasserstoff, engt das Filtrat des 
Bleisulfids auf 2ccem ein, fiigt 0,2cem n Salzsiure zu der Lésung, 
fallt das Nucleotid mit dem fiinffachen Volumen Aceton, zentrifugiert 
bei 0°, bis sich der élige Niederschlag gesenkt hat, iibergieBt ihn mit 
reinem Aceton, laBt 17 Stunden bei 0° stehen, wobei das Ol zu eine: 
harten blattrigen Masse wird, und wascht auf der Zentrifuge mehrmals 
mit reinem Aceton. Ausbeute 37 mg, Reinheitsgrad 1. 

Bei der Verbrennung im Sauerstoffstrom hinterlaBt die Substanz keinen 
Riickstand. Zur Analyse wird sie 4 Stunden im Hochvakuum bei 60° ge- 
trocknet, wobei sie 4,3°, ihres Gewichts verliert. W. Laittgens fand: 

4,261 mg; 5,780 mg CO,; 1,593 mg H,O. 37,00% C. 4,18% H. 

4,288 mg; 5,808 mg CO,; 1,716mg H,O. 36,94% C. 4,47% H. 

5,098 mg; 0,591 cem N (752mm; 22°). 13,27% N. 

4,587 mg; 0,536 cem N (752mm; 22°). 13,379, N. 

4,569 mg; 27,98 mg Ammonium-Phosphormolybdat. 8,9°% P. 

5,164 mg; 31,50 mg Ammonium-Phosphormolybdat. 8,86% P. 





Cc H N P Oo 


2 Pentose, 2 H3P 0,4, 1 Adenin, | 
1 Nicotinsaureamid — 4 H,O ber. || 37,1 °% 4,26 °% 14,4 % | 9,12 9% | 35,2 % 

Cg Hog Nz Py O45 (Mol.-Gew. 681) | 

1 Pentose, 1 Hexose, 2 Hs PO,, 


1 Adenin, sr apneincae ‘ber. | 37.2% 4,36% 13,8°%, 8,7 % 36,0°, 
7 2 


Coy Hy, Nj Py yg (Mol.-Gew. 711) 
gef. 37,0% 4,33% 133°, 89 % 365% 


Die Ausbeute an Nucleotid des Reinheitsgrades 0,9, aus 1000 Litern 
Pferdeblutzellen, betragt 2520 mg, nach Entfernung der fluoreszierenden 
Verunreinigung, wobei die katalytische Wirksamkeit um etwa 10°, 
zunimmt, 930mg. Die ,,Entfarbung’’ mit Brom wird man also nur 
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vornehmen, wenn das Nucleotid fiir optische Versuche verwendet 
werden soll. 

Die Ausbeuten an Nucleotiden, von denen in diesem Kapitel die 
Rede ist, sind kleiner als der Nucleotidgehalt der roten Blutzellen, 
der mit andern Methoden — am besten durch die katalytische Wirksam- 
keit — bestimmt wird. 


III. Isolierung des Nicotinsiureamids aus den Pyridinnucleotiden und seine 
quantitative Bestimmung. 

Um das Nicotinsaureamid aus den Pyridinnucleotiden zu isolieren, 
erhitzen wir sie 2 Stunden mit verdiinnter Schwefelsaure auf 106°, 
entfernen das Adenin durch Fallung mit Silbersulfat, machen die ent- 
silberte Mutterlauge schwach alkalisch, schiitteln das Nicotinsiureamid 
mit Amylalkohol aus und fallen es aus der amylalkoholischen Lésung 
mit Pikrolonsdure. Die Ausbeute bei diesem Isolierungsverfahren 
betragt etwa 70%. 

Um das Nicotinsiureamid in den Pyridinnucleotiden qguantitativ 
zu bestimmen, hydzieren wir die nicht gespaltenen Nucleotide in sechwach 
alkalischer Lésung mit Platinwasserstoff und messen den aufgenommenen 
Wasserstoff manometrisch. Das Nicotinsiureamid wird dabei zur 
Hexahydroverbindung hydriert, nimmt also pro Mol 3 Mole Wasserstoff 
auf. Da die Pyridinnucleotide keine andere Substanz enthalten, die 
bei dieser Art der Hydrierung Wasserstoff aufnimmt, so kann man aus 
dem aufgenommenen Wasserstoff den Gehalt an Nicotinsiureamid 
berechnen. Die Methode ist eine Mikromethode. Fiir eine Bestimmung, 


genau ist, geniigen Nucleotidmengen von der GréBen- 


die auf etwa 5% g 


ordnung | mg. 


Isolierung des Nicotinséureamids aus Diphospho-Pyridinnucleotid'. 

48 mg Diphospho-Pyridinnucleotid des Reinheitsgrades 1 werden 
mit 10cem n/10 Schwefelsiure 2 Stunden im siedenden Wasserbad 
erhitzt. Nach dem Abkiihlen gibt man 3 ccm 1 %ige Silbersulfatlésung 
zu der Lésung. Das ausgeschiedene Adeninsilber waischt man viermal 
mit l1eem n/10 Schwefelsdure, der etwas Silbersulfat zugesetzt ist, 
und zweimal mit 1 cem Wasser. 

Adenin. Das Adeninsilber suspendiert man in 5cem Wasser, 
entfernt mit Schwefelwasserstoff das Silber, engt die Mutterlauge des 
Silbersulfids unter vermindertem Druck auf leem ein und fallt das 
Adenin mit 2,5cem einer 1°igen wasserigen Pikrinsdéurelésung als 
Pikrat aus. Nach 12stiindigem Stehen bei 0° wird das in Nadeln 


' Tsolierung des Nicotinsiureamids aus dem = Triphospho-Pyridin- 
Nucleotid vgl. O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 275, 212, 1934; 
275, 464, 1935; 282, 158, 1935, besonders S. 179. 
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kristallisierte Adeninpikrat abgesaugt, mit wenig kaltem Wasser ge 
waschen und im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsaure getrocknet 
Ausbeute 20,8mg Pikrat = 7,7 mg Adenin = 16mg Adenin aus 
100 mg Nucleotid. 
Im Hochvakuum bei 60° nahm das Gewicht des Pikrats nicht ab. Bei 

der Analyse fand W. Liitigens: 

4,436 mg; 5,923 mg CO,; 0,994 mg H,0O. 

3,017 mg; 0,815 ceem N (749 mm; 20,5°). 





c H N 
Adeninpikrat Cy, Hg Ng O; | rp) 0O/ 9°¢ 0 ¢ oO 
(Mol.-Gew. 364) jber.... 362% — 220% | 308 % 
Be ss 36,4 °,, 2,51 % 30,96 %, 


Hydrolysiert man das Nucleotid linger mit Schwefelsdure, z. B. 
6 Stunden, so findet man etwas mehr Adenin, z. B. 18%. Bei der 
Mikro-van Slyke-Bestimmung! wurden aus | mg Nucleotid 30,4 und 


30,1 cmm Stickstoff durch salpetrige Saure entwickelt, im Mittel also 
99 
30,3cmm. Da 1] mg Adenin a 166cmm Stickstoff entwickelt, 


5 


so enthielt das Nucleotid 


€ 


ate - 100 = 18,3°%, Adenin. 

Nicotinsdureamid. Die Mutterlauge und die Waschfliissigkeiten 
des Adeninsilbers werden vereinigt und mit Schwefelwasserstoff ent- 
silbert. Das Filtrat des Silbersulfids wird unter vermindertem Druck 
auf 5cem eingeengt, mit 2ccm n Natronlauge lackmus-neutral gemacht 
und nach Zusatz von 0,75 cem 10 %,iger Sodalésung fiinfmal mit 18 ccm 
pyridinfreiem Amylalkohol ausgeschiittelt. Die amylalkoholische Lésung, 
die das Nicotinsiureamid enthalt, wird durch ein trockenes Filter 
filtriert, unter vermindertem Druck auf 2 ccm eingeengt und heiB mit 
2cem einer 2% igen amylalkoholischen Pikrolonsaurelésung gefallt. 
Nach 12stiindigem Stehen bei 0° wird das Pikrolonat abgesaugt und 
mit wenig kaltem Amylalkohol und mit Ather gewaschen. Ausbeute 
184mg Pikrolonat = 5.8 mg Nicotinsiureamid = 12,1 mg Nicotin- 
siureamid aus 100 mg Nucleotid. 


Zur Analyse wird die Substanz aus einigen ccm heibem Wasser 
unkristailisiert, aus dem sie beim Abkihlen fast quantitativ, in feinen 
haarférmigen Nadeln fallt. Nach dem Trocknen im Vakuumexsikkator 


Diese Zeitschr. 282, 157, 1935, besonders S. 183. 
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aber Schwefelsiure nahm sie im Hochvakuum bei 60° noch um 3°, 
ab. Bei der Analyse fand W. Liittgens: 


4,348 mg; 8,020 mg CO,; 1,440 mg H,0O. 
4,056 mg; 0,749 cem N (761 mm; 19,5°). 





c H N 
Nicotinsaureamid-Pikrolonat | a2o/ ae 
~ : our ; 9.5 9 3,64 ° 21,8° 
Cig Hig Ne Oe (Mol.-Gew. 386) | D&T 49.8 % 3,64 %,, 18%, 
Sia 50,3 °, 3,71 % 216% 


Der Zersetzungspunkt des Pikrolonats hangt zu sehr von den 
auBeren Bedingungen der Bestimmung ab (215 bis 230° unkorr.), als 
daB man ihn zur Identifizierung benutzen kénnte. Zum Beweis, dai} 
die Base Nicotinsiureamid ist, geniigt wegen des groBben Mole- 
kulargewichts der Pikrolonséure, nicht die Analyse des Pikrolonats, 
vielmehr muB die Base aus dem Pikrolonat isoliert werden. 

Dies geschah bei der ersten Isolierung* des Nicotinsaureamids aus 
Co-Zymase. Aus dem Pikrolonat wurde, wie bei der Isolierung des Nico- 
tinsiureamids aus Triphospho-Pyridinnucleotid?, das Chlorhydrat des 
Nicotinsdéureamids gewonnen, das aus heiBem Alkohol umkristallisiert 
und im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsiure getrocknet wurde. 
Die Substanz verlor dann im Hochvakuum bei 20° nicht mehr an Gewicht. 
Bei der Analyse fand W. Liittgens: 

4,523 mg; 7,495 mg CQO,; 1,827 mg H,O. 

4,521 mg: 0,675 cem N (758 mm; 21°). 

5,069 mg: 3,16 cem n/100 NH, bei einstiindigem Erhitzen auf 100° mit 
33°, KOH. 





c H N Amid-N Hy 


Nicotinsaureamid-Chlorhydrat 
(CgHgN.O) HCl ber. 454% 442% 176%  10,7°, 

[ Mol.-Gew. 158,5] 
gef. | 45.2% | 452% | 173% | 106% 


Die Isolierung des Nicotinstiureamids aus Triphospho-P yridin- 
nucleotid ist zuerst vor 1’, Jahren’, ausfiihrlich etwas spater 4, in dieser 
Zeitschrift beschrieben worden. 


Quantitative Bestimmung des Nicotinsdureamids in den Pyridinnucleotiden. 

Die Methode der Mikrohydrierung mit Platin- Wasserstoff ist friiher* 
ausfithrlich beschrieben. Das Platinschwatz, dessen  katalytische 
Wirksamkeit allmahlich abnimmt, soll nicht alter als 4 Wochen sein. 


1 O, Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 285, 156, 1936. 2 [he- 
selben, ebenda 275, 112, 1934. 3 Dieselben, ebenda 275, 112, 1934; 464, 


1935. — 4 Dieselben, ebenda 282, 157, 1935. 
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Beide Pyridinnucleotide waren mit Brom ,,entfarbt*’ und von 
maximaler katalytischer Wirksamkeit in ihren Testen. Wir fanden: 


38°. Gasraum Wasserstoff. 








Kontrolle I la II Ila 
Hauptraum .... 2cem m/10 Borat = _ ates sie 
Pu 9,2, 10 mg Pt 
DINE cs eee es 0,1 com Wasser etd _> > —> 
1,030 mg 1,00 mg 1,00 mg 1,03 mg 
Diphospho- | Diphospho- Triphospho- Triphospho 
Pyridin- Pyridin- Pyridin- Pyridin- 
nneleotid nucleotid nucleotid nucleotid 
aside tenadbiont emm Hg emm Hy», emm H» emm H» emm Hy 
5 Min. — 47 — 46 — 43 — 26 
iy — 7 — 73 — 66 — 55 
BO i — 89 91 — 77 —77 
OO. v — 92 — 95 — 8l — 85 
ore —1 — 97,5 — 98 — 85,5 — 89 
(190 Min.) 
emm Hy 96 9 gr F 86.5 
mg Nucleotid “iA = 
97 S6 


Da 1 mg Nicotinsiureamid (Mol.-Gew. 122) bei der Hydrierung 
mit Platinwasserstoff 


22400 . H 
-3 = 551cecmm H, 
122 5 
aufnimmt, so ist der Gehalt an Nicotinsaureamid 
* 3 Sel, 
des Diphospho-Pyridinnucleotids Th 100 = 17,6 °%, 
55 
a Pile, 
des Triphospho-Pyridinnucleotids ~~. - 100 = 15,6. 
55 


Berechnen wir aus dem so gefundenen Gehalt an Nicotinsaure- 
amid die Molekulargewichte der Pyridinnucleotide, so ist das Molekular- 


gewicht 
. . . . OO 
des Diphospho-Pyridinnucleotids - + 122 = 694, 
. 17,6 
: nis . 80 re 
des Triphospho-Pyridinnucleotids ._ , +122 = 782. 
; 15,6 


Nach den Elementaranalysen (Kapitel II) stehen zur Diskussion: 
fiir das Diphospho-Pyridinnucleotid die Molekulargewichte 681 und 
711; fiir das Triphospho-Pyridinnucleotid die Molekulargewichte 743 
und 791. 
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Zusammenfassung. 


In den Pyridinnucleotiden von maximaler katalytischer Wirksam- 
keit haben wir gefunden: 





al Mole 
Nicotin- Phosphor- 
Siureamid Phosphor siiure 
Adenin (aus dem (nach Ver- \ 
Hydrier- aschung) Mole 
wert) Nicotin- 
siureamid 
Diphospho-Pyridinnucleotid . . . . 18,3 % 17,6 % 35 % 2,0 
Triphospho-Pyridinnucleotid . . . . 16,6 % 15,6 ° 12.1% i 


Nicht untersucht haben wir den Kohlenhydratteil der Pyridin- 
nucleotide. 


IV. Reversible Dihydroderivate einfacher Pyridinverbindungen. 

Die Wirkung der Pyridinnucleotide in der lebendigen Substanz 
beruht! auf der Fahigkeit ihres Pyridinteils, 2 Wasserstoffatome zu 
addieren und diesen Wasserstoff wieder abzugeben, also auf der Fahigkeit, 
reversible Dihydropyridinverbindungen zu bilden. Die Pyridinverbindung 
jedoch, die bei der Hydrolyse aus den Pyridinnucleotiden abgespalten 
wird — das Nicotinsiureamid — kann zu einer reversiblen Dihydro- 
verbindung nicht hydriert werden. 


Trigonellin. 

Die erste einfache Pyridinverbindung, die wir zur reversiblen 
Dihydroverbindung hydrieren konnten?, war eine dem Nicotinsaure- 
amid verwandte Substanz, in der der Pyridinstickstoff fiinfwertig ist, 
das Methylbetain der Nicotinsaure 

CH 
cH SCCoOo— 


CH' CH , 
| 


das in der Natur weitverbreitet vorkommt und von ihrem Entdecker, 
E. Jahns*, Trigonellin genannt worden ist. 
Gibt man zu einer schwach alkalischen Lésung von Trigonellin 
Hydrosulfit, so nimmt es 2 Atome Wasserstoff auf. Die entstehende 
1 O, Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 279, 143, 1935. — 
* Dieselben, ebenda 282, 157, 1935. — * B. Jahns, Chem. Ber. 18, 2518, 
1885. 
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Dihydroverbindung kann durch gelbes Ferment und Sauerstoff wiede: 
zur Pyridinverbindung dehydriert werden. 


Bei der Hydrierung des Trigonellins zur Dihydroverbindung andert 
sich das Ultraviolettspektrum. Wahrend die langwelligste Ultraviolett- 
bande des nicht hydrierten Trigonellins um 260 my liegt, hat die re- 
versible Dihydroverbindung eine Bande bei 345myu. Von dieser Di- 
hydrobande riihrt die Fluoreszenz her, die alle reversiblen Dihydro- 
pyridinverbindungen zeigen, wenn man ihre Lésungen mit ultraviolettem 
Licht bestrahlt. 

Siuert man eine Lésung der Dihydroverbindung an, so wird det 
Pyridinkern zerstért und die Dihydrobande verschwindet. 


Jodmethylat des Nicotinsdureamids. 

Kine zweite einfache Pyridinverbindung, die zur reversiblen Di- 
hydroverbindung hydriert werden kann, steht dem Nicotinsaiureamid 
noch naher als das Trigonellin. Es ist das Jodmethylat des Nicotin- 
sdureamids 

CH 
CH NSCCONH, 


CH! CH 


Fine 
CH, .d 


das Herr P. Karrer hergestellt und zur Priifung vorgeschlagen 
hat?. 

Das Jodmethylat des Nicotinséureamids ist ein besseres Modell 
als das Trigonellin. Wahrend Trigonellin von Hydrosulfit langsamer 
hydriert wird als die Pyridinnucleotide, reagiert das Jodmethylat des 
Nicotinsiureamids ebenso schnell wie die Pyridinnucleotide. Wahrend 
das Dihydroderivat des Trigonellins auch in alkalischer Lésung ziemlich 
unbestandig ist, ist das Dihydroderivat des Jodmethylats des Nicotin- 
siureamids in alkalischer Lésung nahezu so bestandig wie die Dihydro- 
derivate der Pyridinnucleotide. 


Mikrohydrierung mit Hydrosulfit. Die Methode, die wir bei dei 
Hydrierung des ‘Triphospho-Pyridinnucleotids beschrieben haben’. 
ist von LE. Haas* geprift und dahin abgeandert worden, daB das Lésungs- 
mittel eine 1 %ige (anstatt einer 0,2 %igen) Bicarbonatlésung ist. Wir 
fanden: 


1 P. Karrer a. O. Warburg, diese Zeitschr. 285, 297, 1936. — 20. War- 
burg, W. Christian u. A. Griese, ebenda 282, 157, 1935, besonders 8. 191. — 
3 EB. Haas, diese Zeitschr. 285, 368, 1936. 








en 





Pyridin, d. wasserstoffiibertragende Bestandteil v. Gairungsfermenten. 315 


Pro Mol Jodmethylat ent- 20°. 


Gasraum 6 Vol.-°% COs, 


stehen also bei der Reduktion 94 Vol.-% Argon. pu 7,9. 





durch Hydrosulfit rund 3 Mole 
Saure. 


P. Karrer' hat gefunden, daB inke Birne .....- . 


das Reduktionsprodukt jodfrei und 
zwar N-Methyl-Orthodihydro- 


Nicotinsaureamid ist. Die Reak- Rechte Birne ...... 


tion mit Hydrosulfit ist also zu 
schreiben : 

CH 
cHY SCCONH, 


Nach EKinkippen der 


po ee ea Seem 1 °/-ige 


NaH C O3-Losung 
0,786 mg Jod- 
methylat des 
Nicotinsdure- 

amids, gelist in 
0.2 cem 10 

NaHCO, 
3mg Nag So O4 
gelist in 0,2 ce m 
1,5 9/5 
NaHC Os 


VU 


emm CO, 


Keine Druck- 


+ Nay5,0, + 2H,0 rechten Birne anderung 
cal fc H Nach Einkippen der 
N linken Birne 
- 5 Min. + 71 
CH; a 10 , + 112 
CH ee + 146 
aX aS 4 + 159 
CHS SCCONH, os + 165 
ae + 2NaHSO;+HJ. I< + 164 
CH. /CH, 1 . 
N "0,85 | 
(Faktor wegen + 194 
CHs »Retention* der 
: ‘ ; CO, 
1 Mol der bei der Reduktion pee Pty i! 247 
I S > pro - 
entstehenden Saure ist Jodwasser- Mole thd ' 
stoffsaure, die beiden andern Mole 2,90 


Saure sind saures Sulfit. 

Ultraviolettspektrum. —Nicotinsaure- 
amid und das Jodmethylat des Nicotin- 
siureamids haben, wie alle einfachen Py- 
ridinverbindungen, im Ultraviolett eine 
Bande um 260 mu. Reduziert man das 
Jodmethylat mit Hydrosulfit zur rever- 
siblen Dihydroverbindung, so nimmt die 
Absorption bei 260mu ab und es er- 
scheint eine neue Bande im langwelligen 
Ultraviolett bei 360 mu, die ,,Dihydro- 
bande‘ (Abb. 1). 

Das Lésungsmittel bei der Messung des 
Ultraviolettspektrums war nicht, wie bei der 
manometrischen Messung der Hydrierung, 
1% Natriumbicarbonat, sondern 1% Na- 
triumbicarbonat, 1°, Natriumearbonat. 
Pu dieses ,,Carbonatpuffers ist 9,7. Es 


1 P, Karrer, G. Schwarzenbach, F. Benz 


Chim. Acta 19, 811, 1936. 


Mole Jodmethylat 


10 ‘omYg NMikotinsaureamia 
100 





Absorptionskoefizient 
$$ Svs 


% 
S 


10 








P N 
240 260 230 00 3 320 3 I40 10 360 3 380 4 $l 0m, Ted 
Wellen/ange 

Abb. 1. Absorptionsspektrum 

des Jodmethylats des Nicotin- 
siureamids bei py 9,7. 

nicht hydriert 

@----- @ hydriert. 
u. UU. Solmssen, Helvetica 


< 
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wurde gewahlt, weil die Dihydroverbindung bei px 9,7 bestandiger ist als 
bei dem pH der manometrischen Messung (pu 7,9). Die Reduktion nimmt 
man am besten in einem ManometergefaB vor, dessen Gasraum mit Argon 
gefiillt ist. Die linke Birne enthalt etwa 1 mg Jodmethylat, die rechte 
Birne 38mg Hydrosulfit, beide Substanzen gelést in Carbonatpuffer, der 
Hauptraum enthalt 3ccm Carbonatpuffer. Nach dem Einkippen des 
Birneninhalts laBt man etwa 50 Minuten bei 20° stehen, verdiinnt dann mit 
dem dreifachen Volumen Carbonatpuffer, leitet 5 Minuten Sauerstoff durch 
die Lésung, um das iiberschiissige Hydrosulfit (zu Sulfit und Sulfat) zu 
oxydieren und mift das Spektrum bei einer Konzentration von etwa 
0,05 mg/cem fiir Schichtdicken von 0,5 bis lem. Das Sulfit und Sulfat 
st6ren nicht bei der Messung, wahrend Hydrosulfit st6ren wiirde. 


In den Pyridinnucleotiden absorbiert im Ultraviolett nicht nur 
der Pyridinring des Nicotinsaureamids, sondern auch der Purinring 


ay, , 
-10° cmt/g Nucleotid 














55 aa 
50| ‘| 
45} | 
e | feet | 
bs , i 
g iS 40} | | | 
& & 35} iF 
4 820 
S g 
S § 4 | 
Q 
S 8 X20 
2 | 8 a, 
= AP} S74 , 
x 7 15 y | Y 
40 10 A ‘ 
‘ , % 
——__-—_-_, 5 } ws ; \ 
fees ees be GN Ege ees ee eee CO 0 oD is Nas SES er 
240 260 280 500 520 IYO 360 380 400 Old 240 260 280 300 320 340 360 380 4¥00 TY 
Wellen/ange Wellen/dnge 
Abb. 2 Absorptionsspektrum Abb. 3. Absorptionsspektrum 
des Adenins bei Pu 9,7. eines Nucleotids, das 18,3 %/ 


Adenin und 17,6 °/, Nicotinsdure- 

amid enthalt, aus den Spektren 

der Basenteile berechnet (py 9,7). 

, < nicht hydriert. 

@----- @ mit Hydrosulfit hy- 
driert. 


(Man beachte, dafi der Mafistab 
* ein anderer ist als in Abb. 1.) 





des Adenins (wahrend die Absorption des Kohlenhydrats und der Phos- 
phorsiure bis 240 my zu vernachlassigen sind). Adenin absorbiert 
erheblich starker als Nikotinsiureamid (Abb. 2). Bei der Reduktion 
mit Hydrosulfit bleibt der Adeninteil des Spektrums, da das Adenin 
nicht hydriert wird, unverandert. 

Wenn Diphospho-Pyridinnucleotid 18,3°, Adenin und 17,6% 
Nicotinséureamid enthalt, so kénnen wir — additives Verhalten vor- 
ausgesetzt — aus den Daten der Abb. 1 und 2 das Ultraviolettspektrum 
des nicht hydrierten und des hydrierten Diphospho-Pyridinnucleotids 
berechnen. Das Ergebnis ist in Abb.3 graphisch dargestellt. 
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Vergleicht man das so berechnete Absorptionsspektrum mit dem 
wirklich gefundenen (Abb. 3 mit Abb. 4 des folgenden Kapitels), so 
erkennt man die qualitative und quantitative Ubereinstimmung. Der 
wesentlichste Unterschied ist, daB die Dihydrobande der Modellsubstanz 
bei 360 mu, die Dihydrobande des Nucleotids be1 340 my. liegt. 

Fluoreszenz der Dihydroverbindung. Reduziert man das Jodmethylat 
des Nicotinsaureamids mit Hydrosulfit zur reversiblen Dihydro- 
verbindung, so tritt — z. B. im Licht der Quecksilberlinie 360 mu 
eine weibe Fluoreszenz auf, die von der Dihydrobande herriihrt. Dehy- 
driert man die Dihydroverbindung, bei px 9,7, mit gelbem Ferment und 
Sauerstoff zur Pyridinverbindung, so verschwindet die weibe Fluo- 
reszenz. So kann man im Licht einer Analysenquarzlampe die 
Hydrierung und Dehydrierung des Pyridinrings sehen. 

Sdureempfindlichkeit der Dihydroverbindung. Macht man eine 
Lésung der Dihydroverbindung durch Zusatz von Sauren kongosauer, 
so verschwindet sofort die Dihydrobande 360 my. Bei Gegenwart 
von Sulfit erscheint an ihrer Stelle, wie #. Haas gefunden hat, eine 
sehr viel hGhere Bande bei 310 mu, deren Herkunft chemisch noch nicht 
aufgeklart ist. Der Vorgang ist irreversibel, beim Neutralisieren kehrt 
das alte Spektrum nicht zurick. 

Die gleiche irreversible Zerst6rung der Dihydroverbindung beob- 
achtet man, nur langsamer, bei schwacher saurer, sogar schon bei 
neutraler Reaktion. Deshalb haben wir das Absorptionsspektrum 
der Dihydroverbindung bei px 9,7 untersucht, bei dem die Dihydro- 
verbindung ziemlich bestandig ist. 


V. Reversible Hydrierung der Pyridinnucleotide mit Hydrosulfit. 

Wiedieim vorigen Kapitelerwahnteneinfachen Pyridinverbindungen, 
so werden die Pyridinnucleotide durch Hydrosulfit zu den reversibeln 
Dihydroverbindungen hydriert. In der Tat waren die Dihydro-Pyridin- 
nucleotide die ersten reversibeln Pyridinverbindungen, die gefunden 
wurden. 

DaB bei der Reduktion der Pyridinnucleotide durch Hydrosulfit 
ihr Pyridinteil 2 Atome Wasserstoff addiert, wurde frither' durch die 
Hydrierung mit Platinwasserstoff bewiesen. Nicht hydriertes Pyridin- 
nucleotid nimmt bei der Hydrierung mit Platinwasserstoff 6 H-Atome 
auf, durch Hydrosulfit vorher partiell hydriertes Pyridinnucleotid 
nimmt bei der Hydrierung mit Platinwasserstoff nur noch 4 H-Atome 
auf. Durch die Modellversuche ist diese umstandliche Beweisfiihrung 
iiberfliissig geworden, entstehen doch bei der Hydrierung der Pyridin- 
nucleotide durch Hydrosulfit dieselben charakteristischen Dihydro- 


! Diese Zeitschr. 282, 157, 1935, besonders S. 203. 
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pyridinspektren, wie bei der reversibeln Hydrierung der einfachen 
Pyridinverbindungen. 

Mikrohydrierung mit Hydrosulfit. Diphospho- und Triphospho- 
Pyridinnucleotid waren mit Brom ,,entfarbt‘* und von maximaler kata- 
lytischer Wirksamkeit. Bei der manometrischen Messung der Hydrierung 
fanden wir: 

20°. Gasraum 6 Vol.-% CO,. 94°, Argon. 











I la II Ila 
Hauptranm - +--+ sees: " Ss H é . ‘ > > > 
1,94 mg 1,92 mg 1,98 mg 1,97 mg 
| Diphospho- Diphospho- Triphospho-  Triphospho- 
Linke Birne -++++++- nucleotid nucleotid nucleotid nucleotid 
| in 0.2 cem 1,5 %/9 \ 
NaHCO, pT ee i ee 
383mg NagS,O, | 
Rechte Birne ---+--++-+-+- in 0,2cem 1,599 | a <p > 
NaHCO, 
Nach Einkippen der rechten Keine 
" _. Birne ; Druckanderung ee Ae se 
Nach —. der linken emm CO, emm CO, emm CO» emm CO, 
5 Min. + 87 + 89 + 76 + 80 
ae + 117 +117 + 114 +111 
BO + 128 + 131 + 130 + 136 
60, + 144 + 144 + 140 + 136 
100, + 149 + 148 + 144 + 140 
| 
; 0,85 “2 175 174 169.5 165 
(Faktor wegen ,,Retention | 
der COg) 
emm Saure pro mg 90,2 90,5 85,7 83,8 
90,35 | 84,8 


Hydrosulfit hydriert also (vgl. den Modellversuch in Kapitel 1V) 
die Pyridinnucleotide mit der gleichen Geschwindigkeit, wie das Jod- 
methylat des Nicotinsiureamids. Auch der Endwert der Saurebildung 
pro Mol Nicotinsiureamid ist bei der Hydrierung der Nucleotide 
und des Hydrier-Modells der gleiche. 

Das Diphospho-Pyridinnucleotid enthielt 17,6°%, Nicotinsaure- 
amid, das Triphospho-Pyridinnucleotid enthielt 15,6 °/, Nicotinsdure- 
amid. Da das Molekulargewicht des Nicotinsiureamids 122 ist, so 
findet man mit den manomctrisch gemessenen Saurewerten von 90,4 
und 84,8cmm Saure pro mg Nucleotid: 





Mole Sture 
Mole Nicotinsiureamid 


90,4 122 


. " . : _p ey r . ‘ mead r 9 & ) 
Fiir das Diphospho-Pyridinnucleotid . ........ 0.176 22400.” ( 
84,8 122 


» »  Triphospho- 


0,156 22400 ~~™ 
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also wie bei der Hydrierung des Jodmethylats des Nicotinsauteamids 
rund 3 Mole Saure pro Mol Nicotinsiureamid. 

Von diesen 3 Molen Saure sind 2 Mole saures Sulfit, die aus Hydro- 
sulfit entstehen, wenn es 2 H-Atome an den Pyridinring abgibt. Das 
3. Mol Saure war im Modellversuch Jodwasserstoffsiure. Es kann her, 
da die Nucleotide keine andere Saure enthalten, nur der Saurewasserstoff 
einer mit Zucker veresterten Phosphorsaure sein. Ersetzen wir also 
in der Karrerschen Gleichung! der Modellhydrierung (Kapitel IV) die 
Jodwasserstoffsaure durch Esterphosphorsiure, so erhalten wir die 
Gleichung der Hydrierung der Pyridinnucleotide : 

CH 
“SCCONH, 
+ Na, S,0, + 2 H,O 


CH 


OR 
R' 0—PSO 
Nou 
CH 
CH’ SCCONH, YOR 
— +HO—P=0 +2NaHSOs. 
CH. CH, NOH 
N 


| 
R’ 


R unsrer Gleichung ist ein Zuckerrest. R’ ist, wie Karrer vermutet, 
gleichfalls ein Zuckerrest, vielleicht derselbe, wie R. Wie dem auch sein 
mag, jedenfalls ergibt sich die Auffassung, daB die Pyridinnucleotide 
Pyridiniumphosphate sind, und man versteht, daB sie sich bei der 
Hydrierung wie das Hydriermodell, das ein Pyridiniumjodid ist, ver- 
halten. 

Ultraviolettspektren der Dihydro-Pyridinnucleotide. Die Losungen 
zur Messung der Ultraviolettspektren bereiten wir, indem wir die Nucle- 
otide in ManometergefaBen, wie in dem oben gegebenen Versuchs- 
beispiel, mit Hydrosulfit hydrieren. Ist die Druckentwicklung beendet, 
so entnimmt man, méglichst ohne mit Luft zu schiitteln, 1 ccm der 
Dihydrolésung und gibt sie sofort in etwa das zehnfache Volumen einer 
Lésung von 1% NaHCO,, 1% Na,CO,, deren pu 9.7 ist. Durch die 
alkalische Lésung leitet man 5 Minuten Sauerstoff, wobei das iiber- 
schiissige Hydrosulfit zu Sulfit und Sulfat oxydiert wird, und mibt 
dann das Spektrum bei einer Konzentration von etwa 0,05 mg Nucleotid 
pro cem bei Schichtdicken von 1 cm (zwischen 280 und 400 mu) und 


1 P, Karrer, G. Schwarzenbach, F. Benz u. U.Solmssen, Helvetica 
Chim. Acta 19, 811, 1936. 
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0,5em (zwischen 240 und 280mu). Bei dieser Anordnung erhalt man 
fiir die Dihydrobanden 340 mu die Werte: 





Hohe der Dihydrobanden (340 mu) 


Diphospho-Pyridinnuclectid ......... 16,6 . 108 “yin 
qe 


Triphospho- n timewniy ete Fig 38.108 
, snashiens 4 Nucleotid 


Das wesentliche der Anordnung ist, da} man nach der Hydrierung, 
die bei px 7,9 vorgenommen wird, die Lésung starker alkalisch macht 
(pu 9,7) und erst dann das iiberschiissige Hydrosulfit durch Sauerstoff 
oxydiert. Leitet man durch die Lésung bei px 7,9 Sauerstoff, so 
wird, durch irgendeinen induzierten Oxydationsvorgang, die Dihydro- 
verbindung, die an sich gegen molekularen Sauerstoff bestandig ist, zum 
Teil oxydiert und man findet zu niedrige Werte fiir die Dihydrobanden. 

Die vollstandigen Ultraviolettspektren, fiir das Spektralgebiet 
240 bis 420 muy, sind in den Abb.4 und 5 (Kapitel VI) graphisch 
dargestellt. Die verwendeten Nucleotidpraparate waren von maximaler 
katalytischer Wirksamkeit. Sie waren mit Brom ,,entfarbt‘‘, absorbierten 
also, im nicht hydrierten Zustand, nicht im langwelligen Ultraviolett, 
ein groBer Vorteil gegen die friiheren Versuche mit Praparaten, die eine 
im langwelligen Ultraviolett absorbierende Verunreinigung enthielten. 

Aus den Abb. 4 und 5 sieht man, daB sich die beiden Pyridin- 
nucleotide bei der Reduktion mit Hydrosulfit in jeder Beziehung gleich 
verhalten. Im nicht hydrierten Zustand hat man die Bande 260 mu. 
die im wesentlichen von dem Adenin (vgl. Kapitel lV) der Nucleotide 
herrihrt. Hydriert man, so sinkt die Bande 260 my. ein wenig?, gleich- 
zeitig tritt im langwelligen Ultraviolett die Dihydropyridinbande auf, 
die fiir beide Nucleotide bei 340 my liegt. Die Dihydrobanden der 
beiden Nucleotide sind also kurzwelliger, als die der Dihydrobanden 
unserer Modellsubstanzen (Trigonellin 345 my, Jodmethylat des 
Nikotinsaureamids 360 my). 

Fluoreszenz der Dthydro-Pyridinnucleotide. Wie die reversiblen 
Dihydroderivate der einfachen Pyridinverbindungen, so  fluoreszieren 1 





' Die Abnahme der Bande 260my bei der partiellen reversiblen 
Hydrierung der Pyridinnucleotide betragt etwa 10°. Warum die Bande 
abnimmt, ist durch die graphischen Darstellungen der Abb. 1 bis 3 dieser 
Arbeit erklart. In friiheren Versuchen (diese Zeitschr. 282, 157, 1935) 
iibersahen wir diese Abnahme und schlossen aus der angenommenen Kon- 
stanz der Bande 260 my, daB es nicht die C = N-Bindung des Pyridins ist, 
an die bei der partiellen reversiblen Hydrierung der Wasserstoff angelagert 
wird. Nach P. Karrer aber (vgl. Kapitel 1V dieser Arbeit) ist es gerade diese 
Bindung, an die die beiden H-Atome angelagert. werden. 
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die Dihydroderivate der Nucleotide im ultravioletten Licht weibB. Da 
die nicht hydrierten Pyridinnucleotide nicht fluoreszieren, so kann man 
im Licht einer Analysenquarzlampe die Hydrierung (und Dehydrierung) 
der Pyridinnucleotide sehen. 

Die Fluoreszenz der Dihydro-Pyridinnucleotide konnte erst ent- 
deckt werden, nachdem es gelungen war, die fluoreszierende Be- 
gleitsubstanz der Pyridinnucleotide zu entfernen. 

Sdureempfindlichkeit der Dihydroverbindungen. Wie die reversiblen 
Dihydroderivate der einfachen Pyridinverbindungen, so sind auch die 
Dihydroderivate der Nucleotide gegen Sauren empfindlich. Macht man 
ihre Lésungen kongosauer, so verschwindet sofort die Dihydrobande. 
Der Vorgang ist irreversibel, beim Neutralisieren kehrt das alte Spektrum 
nicht zuriick. Dies ist die Erklérung einer friiher von uns gefundenen, 
aber damals unverstandlichen Tatsache: daB die katalytische Wirk- 
samkeit von Co-Ferment, dessen Lésung man im hydrierten Zustand 
ansduert, verschwindet, wahrend nicht hydriertes Co-Ferment unter 
sonst gleichen Bedingungen bestandig ist. 

Dehydrierung durch aelbes Ferment. Die Dihydroderivate der beiden 
Pyridinnucleotide sind, in schwach alkalischer Reaktion in Wasser 
gelést, gegen molekularen Sauerstoff bestandig, werden aber von gelbem 
Ferment (und Sauerstoff) zu den Pyridinnucleotiden dehydriert. Bei 
der Dehydrierung verschwindet die Absorption im langwelligen Ultra- 
violett; die Absorption bei 260 my. nimmt um so viel zu, als sie bei der 
Hydrierung abgenommen hatte, ein Beweis, da® bei der Dehydrierung 
durch gelbes Ferment wirklich der Anfangszustand wieder hergestellt 
wird. 


VI. Reversible Hydrierung der Proteinverbindungen der Pyridinnucleotide 
(Fermente). 

Pyridinnucleotide, in Wasser gelést, werden nicht von Substanzen 
reduziert, die im Leben als Reduktionsmittel wirken, insbesondere 
nicht von Kohlenhydraten oder deren Phosphorsaureestern. Setzt man 
aber zu der Losung des Triphospho-Pyridinnucleotids spezifische Pro- 
teine, die in Hefe und andern Zellen vorkommen und die wir friuher 
, Zwischenfermente™ genannt haben, so vereinigen sich Nucleotid und 
Protein zu Verbindungen, in denen der Pyridinring durch Kohlenhydrat 
reduziert wird. 

Proteinverbindungen dieser Art sind wasserstoffiibertragende 
Fermente. Ihre Wirkungsgruppe ist der Pyridinring, der durch Ver- 
mittlung des Nucleotidrestes mit dem Protein verbunden ist. Finfache 
Pyridinverbindungen, denen diese ,,Bindungsgruppe fehlt, vereinigen 
sich nicht mit den Proteinen und werden deshalb, wenn man ihren 
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wasserigen Losungen die spezifischen Proteine zusetzt, nicht von Kohlen- 
hvdrat reduziert. In dieser Beziehung unterscheiden sich die einfachen 
Pyridinverbindungen von den Pyridin-Nucleotiden. 

Je nach der Natur des Pyridinnucleotids und des Proteins ent- 
stehen beim Zusammengeben ihrer Lésungen verschiedene Fermente. 
Aus Triphospho-Pyridinnucleotid und Negeleins! Tragerprotein entsteht 
ein Ferment, dessen Pyridinring Hexosemonophosphorséure  end- 
standig zu Phosphohexonsdure oxydiert. Aus Diphospho-Pyridin- 
nucleotid und einem anderen Hefeprotein entsteht das wasserstoff- 
iibertragende Ferment der alkoholischen Gacung, dessen Pyridinring 
Hexosemonophosphorsaéure an anderer Stelle oxydiert. 

Die wichtigste Methode zur Untersuchung der Fermentreaktionen 
ist die optische Methode. Man gibt Kohlenhydrat und Nucleotid zu- 
sammen und miBt das Ultraviolettspektrum, das — da Kohlenhydrat 
und Nucleotid nicht miteinander reagieren — das Spektrum des nicht 
hydrierten Nucleotids ist. Figt man dann das spezifische Protein 
hinzu, so wird der Pyridinring des Nucleotids zum Dihydropyridinring 
reduziert und es erscheint das Dihydrospektrum des Nucleotids. 


Triphospho-Pyridinnucleotid. 

1 mg Nucleotid (mit Brom ,,entfarbt‘‘, von maximaler katalytischer 
Wirksamkeit) werden in 5cem einer 1 %igen NaHCO,-Lésung gelést: 
0,lcem einer Lésung von hexosemonophosphorsaurem Kalium, die 
0,8 mg Phosphor enthalten, werden zugegeben. Die Lésung wird mit 
einem Gasgemisch gesattigt, das 6 Vol.-°,, Kohlensaure und 94 Vol.-°% 
Argon enthalt. 

Zur Messung des Spektrums des nicht hydrierten Nucleotids wird 
ein Teil der Lésung entnommen und soweit mit 1° Bicarbonat ver- 
dimnt, da®B die Nucleotidkonzentration etwa 0,05 mg/cem ist. Zu 
dem Rest gibt man 0,1 mg des Negeleinschen Tragerproteins und beob- 
achtet zunachst die Zunahme der Lichtabsorption bei 340 my, dem 
Maximum der Dihydrobande. Ist die Lichtabsorption bei 340 mu 
konstant geworden, also alles Nucleotid zur Dihydroverbindung reduziert, 
so verdiinnt man wie oben mit 1 % Bicarbonat und miBt — bei Schicht- 
dicken von 0,5 und 1,0em — das Spektrum der Dihydroverbindung. 
Das Ergebnis ist in Abb. 4a graphisch dargestellt. 


Diphospho-P yridinnucleotid. 
Ersetzt man in dem Versuch des vorigen Abschnitts das Triphospho- 
Pyridinnucleotid durch das Diphospho-Pyridinnucleotid und das 
Negeleinsche Protein durch das B-Protein des Gartestes, so wird zwar 


' E. Negelein u. E. Haas, diese Zeitschr. 282, 206, 1935; EB. Negelein 
u. W. Gerischer, ebenda 284, 289, 1936. 
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Nucleotid hydriert, aber nur ein 


Teil der gesamten Menge. Die 


Reaktion geht weiter und zu Ende, wenn man eine dem Pyridin- 
nucleotid gleiche Menge Adeninnucleotid zusetzt und auwerdem 
alle Komponenten des Gartestes, auBer Acetaldehyd!. 
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Abb. 4. Triphospho-Pyridin-Nucleotid, 
mit Hydrosulfit hydriert (py 9,7). 
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Abb. 5a. Diphospho-Pyridinnucleotid, als 
Ferment mit Kohlenhydrat hydriert (py 7,4). 
< nicht hydriert. 
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' Offenbar ist die Hydrierung des Diphospho-Pyridinnucleotids durch 
Hexosemonophosphorsiure ein komplizierterer Vorgang, als die Hydrierung 
des Triphospho-Pyridinnucleotids. Z.B. wird die Hydrierung des Di- 
phospho-Pyridinnucleotids durch Mangan beschleunigt, durch Komplex- 
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Auf die Ursache dieser fiir den Mechanismus der Garung wichtigen 
Erscheinung werden wir in einer spateren Arbeit eingehen. Fir diese 
Arbeit geniigt es zu wissen, wie man das Diphospho-Pyridinnucleotid 
durch Kohlenhydrat hydrieren kann. 

Vorschrift. Zu 10ccm der in KapitelI beschriebenen Girtest- 
losung, aus der man den Aldehyd fortlaBt, gibt man 1 mg Adenin- 
nucleotid, zu andern 10 cem 1 mg Adeninnucleotid wad 1 mg Diphospho- 
Pyridinnucleotid. Ist alles Pyridinnucleotid hydriert, so miBt man die 
Ultraviolettspektren der beiden Lésungen. Zieht man das Spektrum 
der ersten Lésung von dem Spektrum der zweiten Lésung ab, so erhilt 
man das Spektrum des Dihydro-Pyridinnucleotids. Wiederholt 
man den Versuch ohne Zusatz von Hexosemonophosphorsiaure, so 
erhalt man zwei Spektren, deren Differenz das Spektrum des nicht 
hydrierten Pvridinnucleotids ist. Die so gefundenen Spektren sind 
in Abb. 5a graphisch dargestellt. 


Zusammenfassung. 


Vergleicht man Abb. 4a mit 4 und 5a mit 5, so sieht man, dab 
bei der Hydrierung der Pyridinnucleotide durch Hydrosulfit und bei 
der Hydrierung ihrer Proteinverbindungen durch Kohlenhydrat iden- 
tische Ultraviolettspektren auftreten. Da Hydrosulfit die Pyridin- 
nucleotide zu den Dihydro-Pyridinnucleotiden hydriert, so ist bewiesen, 
daB auch Kohlenhydrat die Pyridinnucleotide zu den Dihydropyridin- 
verbindungen hydriert. 

Da die Dihydroverbindungen chemisch identisch sind, so ist 
es kaum nétig zu erwahnen, daB auch bei der Hydrierung der Fermente 
die weibe Fluoreszenz des Dihydropyridins auftritt, und daB diese 
Fluoreszenz reversibel durch gelbes Ferment, irreversibel durch Ansaéuern 
zum Verschwinden gebracht werden kann. 


VII. Girung. 


Wihrend bei der Sauerstoffatmung der Zucker durch molekularen 
Sauerstoff oxydiert wird, wird bei der Garung — der ,,inneren‘‘ Atmung 
Pasteurs — der Zucker durch Oxydationsmittel oxydiert, die durch die 
Garung gebildet werden. 


bildner verlangsamt, was die Vermutung nahelegt, daB das Schwermetall, 
dessen Notwendigkeit im Gartest E. Negelein gefunden hat, in dieser 
Reaktion wirksam ist. 

Diphospho-Pyridinnucleotid wird nicht nur durch Hexosemono- 
phosphorséure zur Dehydroverbindung hydriert, sondern auch durch 
Hexosediphosphorséure und andere Kohlenhydrate, die aber als Substrate 
des Giartests — in bezug auf die Sdurebildung — unwirksam sind. 
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Das Oxydationsmittel der alkoholischen Garung! ist der Acetal- 
dehyd, der den Zucker zu Brenztraubensdure oxydiert und dabei 
selbst zu Alkohol reduziert wird: 


] Hexose + 2 Aldehyd = 2 Brenztraubensiure + 2 Alkohol. (1) 
Da, bei Gegenwart von Carboxylase: 

2 Brenztraubensaure = 2 Kohlensdure + 2 Aldehyd, (2) 
so verschwinden Brenztraubenséure und Aldehyd aus der Bilanz und 
man erhalt durch Addition von (1) und (2) die Gleichung der alko- 
holischen Garung 

1 Hexose = 2 Alkohol + 2 Kohlensaure. (3) 

Das Oxydationsmittel der Milchsaéuregarung *** ist die Brenz- 

traubensaure, die den Zucker zu Brenztraubenséure oxydiert und dabei 
selbst zu Milchséure reduziert wird: 


1 Hexose + 2 Brenztraubenséure 


== 2 Brenztraubensaure + 2 Milchsaure. (4) 
Da 
2 Brenztraubenséure = 2 Brenztraubensaure, (5) 


so verschwindet die Brenztraubensaure aus der Bilanz und man erhilt 
durch Addition von (4) und (5) die Gleichung der Milchsauregirung 


1 Hexose 2 Milchsaure. (6) 


Bei dieser Darstellung haben wir die intermedidéren Phospho- 
rylierungen, da sie die Oxydationsstufen der reagierenden Stoffe nicht 
andern, fortgelassen. Wir haben auch die Frage nicht beriihrt, woher 
der Aldehyd oder die Brenztraubenséure stammen, die zum Anlaufen 
der Garung notwendig sind. Sind sie erst da, so werden sie durch die 
Reaktionen, in denen sie verschwinden, immer von neuem gebildet. 


Gleichungen der Wasserstoffiibertragung. 
Garungsgleichung (1) lésen wir auf in die beiden Gleichungen: 
1 Hexose + 2 Pyridin = 2 Brenztraubenséure + 2 Dihydropyridin, (la) 


2 Dihydropyridin + 2 Aldehyd = 2 Pyridin + 2 Alkohol, (Lb) 


wo ,,Pyridin‘‘ der Pyridinring der Diphospho-Pyridinnucleotid-Protein- 
verbindung ist. 

1 ¢. Neuberg u. Karczog, diese Zeitschr. 36, 76, 1911; C. Newberg u. 
Hirsch, ebenda 98, 141, 1919. — 2? R. Nilsson, Arkiv for Kemi usw. Schwed. 
Akad. d. Wissensch. 19, Nr. 7, S. 1. 1930. 3G. Embden, H. J. Deuticke 
u. G. Kraft, Zeitschr. f. physiol. Chem. 230, 12, 29, 1934. — 4 O. Meyerhof 
u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 283, 83, 1935. 
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Garungsgleichung (4) losen wir auf in die beiden Gleichungen: 
] Hexose + 2 Pyridin == 2 Brenztraubensdure + 2 Dihydropyridin, (4a) 


2 Dihydropyridin -+- 2 Brenztraubensiure 


: 2 Pyridin + 2 Milchséure (4b). 
In diesen Gleichungen — mégen sie direkte oder katalytische 
teaktionen ausdriicken — ist es offengelassen, ob das Pyridin des 


Garungsferments die Hexose selbst oxydiert oder erst die zu Triosen 
gespaltene Hexose. Nach Vorversuchen kann das Pyridin des Garungs- 
ferments sowohl ungespaltene phosphorylierte Hexose als auch phospho- 
rylierte Triosen oxydieren. Aber nur bei der Oxydation der ungespaltenen 
monophosphorylierten Hexose scheint die Substanz zu entstehen, die 
zu den sauren Endprodukten der Garung gespalten wird. Dann wire 
die oft angenommene, aber nie gefundene ,,Reaktionsform*‘ der phospho- 
rylierten Hexose in Wirklichkeit oxydierte phosphorylierte Hexose, eine 
Idee, die wohl zuerst von Ragnar Nilsson! ausgesprochen worden ist. 

(la) = (4a), die Gleichung der Hydrierung des Pyridins, ist durch 
die Versuche des Kapitels I] und VI im wesentlichen verifiziert. Es 
bleibt noch, die Dehydrierung des Dihydropyridins gemaB (1b) und 
(4b) nachzuweisen. 


Dehydrierung durch Acetaldehyd. 

Zur qualitativen Untersuchung der Hydrierung und Dehydrierung 
des Girungsferments ist folgende Versuchsanordnung geeignet: 

In ein Reagensglas gibt man 2 ccm Girtestlésung, die zunichst 
weder Hexosemonophosphorsdure, noch Acetaldehyd enthalt. Das 
Reagensglas bringt man vor eine durch Schwarzglas abgedeckte Queck- 
silberdampflampe und fiigt 1 mg Adeninnucleotid und 1 mg Diphos- 
pho-Pyridinnucleotid hinzu, wobei die Lésung dunkel bleibt, wenn 
die beiden Nucleotidpraparate, was fiir solche Versuche notwendig ist, 
mit Brom entfirbt waren. Setzt man dann einige mg neutralisierter 
Hexosemonophosphorsaure hinzu, so wird das Pyridinnucleotid zur 
Dihydroverbindung reduziert und die Lésung leuchtet weiB auf. Man 
wartet einige Minuten, bis die Fluoreszenz voll entwickelt ist, und gibt 
dann einige mg Acetaldehyd hinzu. Sofort verschwindet die weibe 
Fluoreszenz. 

Der Versuch gelingt nur mit einer Fermentlésung, die frei von Carbo- 
xvlase ist, eine Bedingung, die die Gartestlésung erfiillt. Enthielte die 
Gartestlésung Carboxylase, so wiirde das Dihydropyridin, das nach Glei- 
chung (la) entsteht, durch den carboxylatisch gebildeten Aldehyd nach 

1 Ragnar Nilsson, Arkiv for Kemi usw. Schwed. Akad. d. Wissensch. 
10A, 1, 1930, insbesondere S. 121. 
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en: Gleichung (1b) reoxydiert, d.h. die Konzentration des Dihydropyridins 
La) wiirde so niedrig gehalten, da man die Fluoreszenz nicht sehen kénnte. 

Dadurch, dai man die Reduktion des Pyridins in einer carboxylasefreien 

Fermentl6sung vornimmt und erst nach erfolgter Reduktion den Aldehyd 
b). von auBen zusetzt, erreicht man, was man beabsichtigt: die zeitliche Tren- 

nung von Reduktion und Oxydation des Pyridins. 
he Zwar dehydriert auch Brenztraubensaéure das Dihydropyridin. Jedoch . 
les verlauft die Dehydrierung durch Brenztraubensaure in Hefefermentlésungen 
en so langsam, daf sie gegen die Hydrierung des Pyridins nicht in Betracht 
os - kommt. 

10- Zur quantitativen Untersuchung der Erscheinungen bringt man die 
en Lésung vor die lichtelektrische Zelle und miBt in dem Spektralbezirk 
lie der Dihydropyridinbande, bei 340 mu, 

ire das Auftreten der Lichtabsorption bei -70°%om/% Wckotid 

10- der Hydrierung und das Verschwinden id Mol Aldehyd | 

ne der Lichtabsorption bei der Dehy- 1S [Bs ees, ++ 2Mole Aldehya 
st. drierung. In Abb. 6 ist ein derartiger ' PERE SF ’ 

ch Versuch graphisch dargestellt. Mad TTT 

Es Die Zeit ¢ = 0 der graphischen ' 

nd Darstellung ist die Zeit, bei der das - 

feduktionsmittel, die Hexosemono- 3 

phosphorsaure, zugesetzt wird. Dann 5° 

steigt die Lichtabsorption, bis alles «| 
ng Pyridinnucleotid zur Dihydropyridin- & , 

verbindung reduziert worden ist. Setzt 5 
st man jetzt pro Mol Dihydropyridin » RE mes | 
an 1 Mol Acetaldehyd zu, so verschwindet ' 

i, die Lichtabsorption, wodurch die 7 | | 

-. Gleichung (1b) 7 | 

in 1 Dihydropyridin + 1 Acetaldehyd i" ee ee 

st, 1 Pyridin +- 1 Alkohol Zeit 

el ope Ris Abb. 6. Hydrierung und Dehy- 
verifiziert ist. drierung des Pyridins im G&rungs- 

al Enthalt die Fermentlésung, wie ferment. 

w P n . i Ordinaten: Hohe der Dihydropyri- 
in dem Versuch der Abb. 6, iiber- dinhandan Satire. 

bt schiissige Hexosemonophosphorsaure, 

Be so steigt, nachdem der Acetaldehyd verbraucht ist, die Lichtabsorption 
wieder an; sie kann durch Aldehyd wieder zum Verschwinden gebracht 

O- werden und so fort, bis die gesamte Hexosemonophosphorsiure ver- 

ie goren ist. 

sj- 

th Daf wirklich die ganze Garung tiber die so nachgewiesenen Pyridin- 
reaktionen lauft, folgt aus dem Harden- Youngschen Versuch vom Jahre 

h. 1906: daB die Gairung aufhért, wenn man das Co-Ferment aus der 


girenden Fhissigkeit herausnimmt. 
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Dehydrierung durch Brenztraubensdure. 

Wie Acetaldehyd, so dehydriert auch Brenztraubensdéure das 
Dihydropyridin des Garungsferments, jedoch viel langsamer, wobei 
zu bedenken ist, daf unsere Proteine aus Hefe stammen, die mit 
Acetaldehyd, nicht mit Brenztraubensiure, dehydrert. Wahrschein- 
lich wiirde Brenztraubensaure schneller dehydrieren als Acetaldehyd, 
wenn man das Hefeprotein durch Protein von Zellen, deren Garung 
eine Milchséuregirung ersetzen wiirde. 
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Abb. 7. Hydrierung und Dehydrierung des Pyridins im Giurungsferment. 
Ordinaten: Héhe der Dihydropyridinbanden 340 mu. 


Aus Griinden, auf die wir in einer spateren Arbeit eingehen werden, 
lassen wir, wenn wir mit Brenztraubenséure dehyd-ieren, aus der 
Gartestlésung das A-Protein fort. Die Hydrierung macht dann 
Halt, ehe alles Pyridinnucleotid zur Dihydroverbindung reduziert ist, 
wodurch jedoch der Nachweis der Dehydrierung nicht beeintrachtigt 
wird (Abb. 7). 

Andere Pyridinkatalysen. 

Zum SchluB sei bemerkt, daB nach den Untersuchungen von 
v. Euler, von Wagner-Jauregg und anderen die meisten fermentativen 
Dehydrierungen nur dann vor sich gehen, wenn man den Lésungen 
von Protein und Substrat eines der beiden Co-Fermente zusetzt, die 
jetzt als Pyridinnucleotide erkannt sind. Es ist noch in jedem Einzel- 
fall nachzuweisen, kann aber wohl kaum anders sein, als daB alle diese 
Dehydrierungen Pyridinkatalysen sind. 








Methode zur Gewinnung des A-Proteins der Girungsfermente. 
Von 
Erwin Negelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 28, Juli 1936.) 


Auf Vorschlag von Herrn O. Warburg habe ich versucht, fiir das 


A-Protein der Giairungsfermente! — eines der fiir die Garung not- 
wendigen Hefeproteine — eine Reinigungsmethode auszuarbeiten. Im 


folgenden wird eine Methode beschrieben, nach der man aus Hefe ein 
A-Protein gewinnen kann, von dem 0,1 mg fiir den manometrischen 
Garungstest genugen. 

Das A-Protein ist eine unbestandige Substanz. Beim Trocknen ging 
ein groBer Teil der Wirksamkeit verloren. In wiasseriger Lésung ist die 
Stabilitat des Proteins stark von der Wasserstoffionenkonzentration der 
Lésung abhangig. Bei pu 6,8 und 0° nahm die Wirksamkeit einer vor- 
gereinigten Proteinlésung nur langsam ab, dagegen wurden unter sonst 
gleichen Bedingungen bei px 6,0 und darunter, sowie bei pu 7,8, die 
Proteinlésungen sehr bald unwirksam. Sehr bestandig ist das Protein 
in einer 0,5fach gesittigten Ammoniumsulfatlésung. 


1. Bestimmung der Wirksamkeit. 

Die Geschwindigkeit, mit der die Garungsséure im Test ent- 
wickelt wird, ist bei geeigneter Wahl der Konzentrationen der Reaktions- 
teilnehmer proportional der Konzentration des Proteins A. Die aus- 
getriebene Kohlensiure wurde manometrisch gemessen. Die Kon- 
zentrationen und Versuchsbedingungen waren: 


Im Hauptraum des Versuchsgefafes: 2,5 cem Wasser, 6,2 cem 0,6 mol. 
Natriumbicarbanatlésung, 0,02 cem 0,5 mol. Phosphatlésung (4 Teile sek. 
+ 1Teil prim.), 0,04cem 5.10-* mol. Magnesiumsulfatlésung, 0,04 cem 
1.10-2mol. Mangansulfatlésung, 0,1 mg Adeninnucleotid, 0,1 mg Diphos- 
pho-Pyridin-Nucleotid, 0,2 cem B-Proteinlésung?, 0,2 cem 0,3 mol. Ammo- 
niumsulfatl6sung, in der soviel Protein A gelést war, da’ pro Minute 
2 bis 5emm Kohlensiure ausgetrieben wurden, 0,1 cem mol. Acetaldehyd- 
lésung. 

Im Anhang des VersuchsgefaBes : 7 mg Hexosemonophosphorsiure, mit 
Kalilauge neutralisiert, in 0,1 cem Wasser gelést. Im Gasraum: 10 Vol.-% 
Kohlensaure, 90 Vol.-°, Argon. Temperatur: 20°. 10 Minuten vor Beginn 
der Messung wird die Hexosemonophosphorsiure in den Hauptraum iiber- 


1 QO. Warburg u. W. Christian, vgl. die vorangehende Arbeit. 
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gespiilt. Durch zwei Messungen mit verschiedenen Mengen A-Protein priif t 
man die Anordnung, das die pro Minute ausgetriebene Menge Kohlensiéure 
proportional der Konzentration des Garungsferments A ist. 


2. Gewinnung des Proteins. 
Zur Gewinnung des Proteins A wurde Lebedew-Saft aus unter- 
gariger Bierhefe benutzt. Der Lebedew-Saft wurde stets frisch verar- 
beitet. Ein Ansatz entsprach etwa 12 Liter Lebedew-Saft. 


1. Schritt: Abtrennung einer alkalischen Fadllung. 

Zu 12 Liter gekiihltem Lebedew-Saft wurde soviel kalte 2 n Natron- 
lauge gegeben, daB der pu-Wert 7,8 bis 8,0 betrug. Hierfiir waren etwa 
700 ccm Natronlauge erforderlich. Hierbei tritt reichliche Fallung eines 
schweren Niederschlags ein, der in einer gekiihlten Zentrifuge von der 
Lésung abgetrennt und verworfen wurde. Zu der tiberstehenden Lésung, 
die das A-Protein enthalt, wurde sofort soviel kalte 2n Essigséure 
gegeben, daB der pu-Wert etwa 6,5 betrug. Die Menge der Essigsaure 
betragt etwa das 0,45fache der vorher verwendeten Menge Natronlauge. 


2. Schritt: Fraktionierte Fdllung mit Ammoniumsulfat. 

Aus der Lésung wurde das A-Protein durch Zugabe eines gleichen 
Volumens einer gesittigten Ammoniumsulfatlésung nahezu vollstandig 
ausgefallt. Die Lésung mit dem Niederschlag blieb etwa 15 Stunden 
stehen, wobei der Niederschlag sich gut absetzte. Die iiberstehende 
Lésung wurde abgesaugt und das A-Protein bei Zimmertemperatur 
scharf abzentrifugiert. 

Der Niederschlag, der das A-Protein enthalt, wurde kalt mit 
600 cem Wasser fein verteilt. Das Volumen der Lésung wurde mit 
0,5fach gesattigter Ammoniumsulfatlésung auf 1200ccm aufgefiillt, 
so daB die Lésung jetzt in bezug auf Ammoniumsulfat 0,25fach 
gesittigt war. War das Volumen der Lésung schon gréBer als 1200 ccm, 
so wurde zu der Lésung noch eine dem iiberschiissigen Volumen gleiche 
Menge Wasser zugesetzt. Hierbei lést sich das A-Protein, wahrend 
ein groBer Teil Begleitsubstanz ungelést bleibt. Die Lésung wurde 
wieder bei Zimmertemperatur zentrifugiert und jetzt der Nieder- 
schlag verworfen. 

Aus der iiberstehenden Lésung wurde das A-Protein durch Zugabe 
von 600 ccm gesaittigter Ammoniumsulfatlésung gefallt. Der Nieder- 
schlag wurde bei Zimmertemperatur abzentrifugiert, die iiberstehende 
Lésung wurde verworfen. 

Der Niederschlag wurde kalt mit 900 ccm Wasser gelést. Das 
Volumen der Lésung wurde dann mit 0,5fach gesaittigter Ammonium- 
sulfatlésung auf 1200 ccm aufgefiillt. Zu 1200 cem der A-Proteinlésung 
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wurden 420cem gesittigte Ammoniumsulfatlésung gegeben, so daB 
die Lésung jetzt in bezug auf Ammoniumsulfat 0.35fach gesattigt 
war. Dann wurde die Lésung in einem Wasserbad auf 40 bis 41° 
erwarmt und 30 Minuten bei dieser Temperatur gehalten. Durch das 
Erwairmen tritt eine reichliche Fallung von unwirksamem Eiweib 
ein. Die A-Proteinlésung wurde dann abgekihlt, der Niederschlag 
wurde bei Zimmertemperatur abzentrifugiert und verworfen. 


3. Schritt: Fdllung durch Ansduern. 

Die in diesem Schritt benutzte Anséiuerung vertragt das A-Protein 
ohne gréBeren Verlust an Wirksamkeit nur, wenn die Lésung viel 
Ammoniumsulfat enthalt. 

Zu der gekiihlten A-Proteinlisung (in 0,35fach gesattigter Ammon- 
sulfatlébsung) wurde soviel kalte 0,2n Essigséure gegeben, dab der 
pu-Wert 4,35 betrug. Fiir 1540 ccm Proteinlésung waren 355 cem 0,2 n 
Essigsaure erforderlich. Die angesiuerte Lésung wurde dann in einem 
Wasserbad 25 Minuten auf 18° gehalten, wobei das A-Protein gefiallt 
wird. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und die iiberstehende 
Lésung verworfen. 

Der Niederschlag wurde kalt mit 100ccem 0,33fach gesattigter 
Ammoniumsulfatlésung fein verteilt. Durch Zugabe von einigen 
Kubikzentimetern 0,5 mol. Natriumearbonatlésung wurde der pu-Wert 
der Lésung auf etwa 6,6 gebracht. Die Lésung mit dem Ungeldésten 
blieb dann unter mehrmaligem Umriihren 15 Stunden im Eisbad stehen. 
Das A-Protein lést sich hierbei langsam auf, wahrend ein groBer Teil 
der Begleitsubstanz ungelést bleibt. Der ungeléste Riickstand wurde in 
der hochtourigen Zentrifuge von der A-Proteinlésung getrennt. Das 
Volumen der iiberstehenden konzentrierten A-Proteinlésung betrug 
148 ccm. 


1.Schritt: Fraktionsert Fdllung aus 20 °igem Alkohol bet verschiedenen 
Pu- Werten. 

In einer Lésung von 20°,igem Alkohol ist bei 0° das A-Protein 
auch bei Abwesenheit von Ammonsulfat, bei schwach saurer Reaktion 
(bis etwa pu 5,5) relativ stabil!. 

918 cem Wasser wurden mit 266 ccm Alkohol gemischt. Zu der ab- 
gekiihlten alkoholischen Lésung wurden unter Riihren 148 cem der im 
3. Schritt vorgereinigten A-Proteinlésung (pu etwa 6,6) gegeben. Die 

1 Pritz Kubowitz hatte vorher in diesem Laboratorium gefunden, dai 
gereinigte Carboxylase in verdiinnter alkoholischer Lésung besser haltbar 
ist, als ohne Alkohol. Kleine Mengen Alkohol zu labilen wasserigen Eiweil- 
lésungen gegeben, scheinen also allgemein eine schiitzende Wirkung auf 
Proteine auszuiiben. 
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Lésung war dann also neunfach verdiinnt und enthielt 20° Alkohol. 
Die alkoholische A-Proteinlésung wurde dann im Wasserbad 1 Stunde 
auf 20° gehalten. Hierbei fallt wieder ein Niederschlag von unwirksamem 
EiweiB aus. Die Lésung wurde dann abgekiihlt und der Niederschlag 
kalt abzentrifugiert. 

Aus der iiberstehenden klaren Lésung wurde das A-Protein durch 
Ansiuern der Lésung auf pu = 5,24 gefallt. Hierbei fallt fast das 
gesamte A-Protein der Lésung als feiner, geringer Niederschlag aus. 

Zu diesem Zwecke ermittelt man vorher probeweise die Menge 
n/l0 Essigséiure, die erforderlich ist, um 1000cem der Lésung auf 
pu 5,24 zu bringen. Dann mischt man die ermittelte Menge n/10 Essig- 
siure mit 40ccem Acetatpufferlésung (0,4n Natriumacetat + 0,1 n 
Essigséure) und gibt das Gemisch kalt unter Riihren zu 1000 cem der 
alkoholischen A-Proteinlésung. In dieser Weise wurden 1250 cem alkoho- 
lische A-Proteinlésung bei 0° gefallt. Durch dieses Verfahren wird 
erstens eine starkere lokale Ubersiuerung vermieden und zweitens wird 
durch den Acetatpuffer der erforderliche pxu-Wert von 5,20 bis 5,25 
leicht eingehalten. 

Es zeigte sich, daB die angesiuerte alkoholische Lésung nicht erwarmt 
werden darf. Beim Erwarmen einer Probe auf 20° léste sich der Niederschlag 
wieder auf und bald darauf trat ein neuer Niederschlag von denaturiertem 
EiweiB auf. 

Der bei 0° ausgefallene Niederschlag wurde sofort kalt abzentrifugiert 
und kalt mit etwa 50 ccm einer Lésung aufgelést, die durch Mischen 
von 100ccm 0,33fach gesattigter Ammoniumsulfatlésung, 10 ccm 
0,5 mol. Phosphatlésung (1 Teil sekundar + 1 Teil primar) und 2 cem 
0,5 mol. Natriumearbonatlésung hergestellt wurde. Zur Klérung wurde 
die A-Proteinlésung kalt zentrifugiert. px der Lésung war 6,38. 

Um das A-Protein zu stabilisieren, wurden zu 60 cem der Lésung 
29¢cm gesattigte Ammoniumsulfatlésung gegeben, so daB die Losung 
in bezug auf Ammoniumsulfat 0,5fach gesattigt war. Das A-Protein 
fallt hierbei zum groBen Teil aus. In diesem Zustand wurde das 
A-Protein bei 0° aufbewahrt, wobei die Wirksamkeit nach 3 Monaten 
kaum abgenommen hatte. 


3. Wirksamkeit und Trockensubstanz. 


Die Wirksamkeit und die Trockensubstanz des A-Proteins ist 
bisher nicht nebeneinander bestimmt worden, weil die Lésung des 
Ferments Ammoniumsulfat enthielt. Versucht man das Salz durch 
Dialyse zu entfernen, so verliert das A-Protein seine Wirksamkeit. 

Es wurde daher von dem A-Protein, das nach Abschnitt 2 dar- 
gestellt war, erstens die Wirksamkeit gemessen, und zweitens eine Probe 
der Proteinlésung dialysiert und getrocknet. 
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1. Wirksamkeit: Die Wirksamkeit der A-Proteinlésung wurde 
nach Abschnitt 1 gemessen. Das Ergebnis war: 





VersuchsgefaiB Nr.: 1 | II Ill 


Lésung des A-Proteins. . .... — 0,0040 cem —-0,0080 cem 
(=0,04mg) (= 0,08 mg) 


Entwickelte Menge Kohlensaiure 
nach : 
Reve: “ore Cee ea et 88 — 22.5 emm 42,7 cmm 
a. x Ee Nat ee ee Oe ae -- 44,2 , 82,0 , 


2. Trockensubstanz: 4 ccm der A-Proteinlésung wurden 45 Stunden 
bei 0° gegen flieBendes destilliertes Wasser dialysiert. Die dialysierte 
Lésung wurde bei 100° zur Trockene verdampft. Der Riickstand pro 
Kubikzentimeter Lésung betrug 9,8 mg. 

Unter der Voraussetzung, daB von der Trockensubstanz des Protein- 
praparats nichts dialysiert war, betrug die Wirksamkeit des A-Proteins 
42.7 i 1 emm Kohlensaure 


10 0,008 98 mg frockensubstanz x Min. 








Uber den C-Vitamingehalt der Nebennieren kastrierter Ratten. 
Von 
Lorant Sas. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat in Budapest.) 


(Bingegangen am 6, August 1936.) 


Durch die neueren Ergebnisse der C-Vitaminforschung wurde 
bewiesen, da zwischen den Oxydationsprozessen des Organismus 
einerseits und dem C-Vitaminbestand der Organe andererseits ein enger 
Zusammenhang besteht, indem 1. nach Thyroxinverabreichung der 
C-Vitamingehalt der Organe sich vermindert [Mosonyi (1), Plaut und 
Biilow (2), Demol, Ippen (3)|, 2. durch Thyreoidektomie der C-Vitamin- 
bestand der Nebennieren angereichert werden kann _ [Mosonyi (4)| 
und schlieBlich 3. die durch Schilddriisenhormonverabreichung hervor- 
gerufenen  gesteigerten Verbrennungsprozesse durch  C-Vitamin- 
verabfolgung unterdriickt werden kénnen [Kreitmair (5), Oehme (6)). 
Da jedoch, wie bekannt, die inkretorische Funktion des Hodens eine 
stoffwechself6rdernde Wirkung ausibt, vermuteten wir, daB der Ausfall 
dieser Funktion den C-Vitaminbestand der Organe ebenfalls beeinflussen 
kénnte. 

Um diese Frage zu klaren, haben wir die folgenden Versuche aus- 
gefiihrt. Als Versuchstiere verwendeten wir junge minnliche Ratten 
von 79 bis 167 g Kérpergewicht, die wir bei einer gemischten Nahrung 
hielten. Die Tiere wurden kastriert und 10 Tage bis 2 Monate nach 
erfolgter Kastration getétet und ihre Nebennieren und Leber auf C- 
Vitamingehalt untersucht. Die Bestimmung des C-Vitamins fiihrten 
wir nach der Methode von Tillmans aus. Ratten wahlten wir aus dem 
Grunde, da dieselben zur Synthese der Ascorbinsaure fahig sind und 
daher der C-Vitamingehalt in den von uns untersuchten Organen recht 
konstante Werte ergibt: und zwar fanden wir bei normalen Ratten 
2.1 bis 2,3 mg, im Mittelwert 2,2 mg pro g in den Nebennieren und 
0,16 bis 0,22 im Mittelwert 0,19 mg pro g in der Leber. 

Die Versuchsresultate sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
vefabt. 

Aus der Tabelle geht hervor, daB wir bei acht von den untersuchten 
elf kastrierten Ratten eine Erhéhung des C-Vitamingehalts der Neben- 
nieren feststellen konnten. Von diesen acht Fallen war bei fiinf Tieren 
eine starke, bei weiteren drei Tieren eine geringere Erhéhung des C- 
Vitamingehalts vorhanden. Aus simtlichen untersuchten Fallen berech- 
net, entspricht dies einer Erhéhung von 25°, allein aus den positiven 
Fallen berechnet 34°. Bei drei Tieren erhielten wir Normalwerte. In 
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, : C-Vite rhe j r 
Gewicht der Ratte Vitamingehalt in mg 


Zeitdauer Gewicht prog 
Ae eos eee Deny eager aay 
und Versuch Kastration Versuchs bai net a der Leber 
g g mg 

1 2 Monate 94 124 24.5 $71 0,23 
2 2 " 118 112 25,1 3,10 — 

3 2 : 120 135 24,9 2,57 0,22 
4 2 e 79 97 23,5 2,72 0,17 

5 i 85,5 98 20,9 2,39 0,14 

6 2 = 113 130 24,0 2,58 0,22 

7 10 Tage 105 127 27,7 2,09 0,16 
8| 10 , 128 127 27,4 3,02 0,16 

ae oe 167 172 33,7 3,53 0.17 
6 20. 142 160 31,7 2,08 0,15 
mim . 115 127 28,2 2.44 0,18 


der Leber konnte im allgemeinen eine Erhéhung nicht nachgewiesen 
werden. 
Diskussion. 

Die Resultate stehen mit den neueren Ergebnissen Mosonyis (7) 
in vollem Einklang, durch die nachgewiesen wurde, da durch Ver- 
abreichung von Sexualhormon beim Meerschweinchen der C-Vitamin- 
gehalt der Nebenniere mobilisiert werden kann, was ebenfalls dafiir 
spricht, daB zwischen dem Sexualhormon und dem C-Vitamingehalt 
der Nebenniere ein Antagonismus besteht. Eine Anreicherung des 
C-Vitamingehalts fand ausschlieBlich in der Nebenniere statt. Dies 
dirfte darauf hinweisen, daB die synthetische Fahigkeit nicht der Leber, 
wohl aber der Nebenniere zukommt. Nach der Kastration fanden wir 
in den Nebennieren einen Héchstwert des C-Vitamingehalts von 3,7 mg 
pro g. Auch nach Thyreoidektomie wurde in den Nebennieren der- 
selbe Maximalwert gefunden (8). Dieser Wert diirfte also als die obere 
Grenze der C-Vitaminspeicherungsfahigkeit der Nebennieren betrachtet 
werden. 

Die Aufklarung des Umstands, daB in drei Fallen eine Erhéhung 
des C-Vitamingehalts in den Nebennieren nicht zustande kam, soll 
vorlaufig noch zuriickgestellt werden, nur méchten wir darauf hin- 
weisen, daB ahnliche Normalwerte in der Nebenniere auch nach Thyre- 
oidektomie beobachtet worden sind. 

Es ware in weiteren Versuchen klarzulegen, ob die nach der Ka- 
stration eintretende Anreicherung des C-Vitamingehalts die Folge 
einer verminderten Mobilisation oder einer gesteigerten Synthese ist. 


Zusammenfassung. 
Es wurde der Einflu8 der Kastration auf den C-Vitamingehalt 
der Nebennieren und der Leber bei mannlichen Ratten untersucht. 
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Diese Versuche ergaben, daB nach der Kastration der C-Vitamingehalt 
der Nebennieren in acht Fallen von elf eine Erhéhung erfahrt, die 
schon am 10. Tage nach der Operation eintreten kann. In der Leber 
konnte eine Erhéhung im allgemeinen nicht nachgewiesen werden. 


Literaturverzeichnis. 

1) Mosonyi, Zeitschr. f. physiol. Chem. 237, 173, 1935. — 2) Plaut, 
Bilow, Klin. Wochenschr. 1985, 8. 1318. —- 3) Demol, Ippen, Zeitschr. f. 
physiol. Chem, 235, 226, 1935. —- 4) Mosonyi, 1. c. 1. — 5) Kreitmaier, Arch. 
f. exper. Pathol. 176, 326, 1934. — 6) Oehme, Klin. Wochenschr. 1936, 
S. 512. — 7) Mosonyi, Zeitschr. f. physiol. Chem. 242, 158, 1936. — 8) l.e. 4. 
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Das Verhiltnis von Albumin 
zu Globulin im Blutserum gesunder Haustiere. 
Von 
Alfred Wladaseh. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Tieriirztlichen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1936.) 


Im Serum des normalen Menschen sind die Werte fiir das Gesamt- 
eiweiB und fiir ihre beiden Hauptgruppen, die Albumine und Globuline, 
auBerordentlich konstant gefunden worden. Ebenso wie der Gesamt- 
eiweiBgehalt ist auch der Albumin-Globulinquotient eine konstante 
GréBe (Albumin)/(Globulin), der von einem gewissen Lebensalter 
beim gesunden Einzelindividuum nur innerhalb sehr enger Grenzen 
schwankt. Dieser Quotient gewann an Bedeutung als man erkannte, 
daB gewisse Krankheiten eine Anderung des Verhaltnisses der Blut- 
eiweiBkérper zueinander herbeifiihren. 

Aus der groBen diesbeziiglichen Literatur sei nur auf die Befunde bei 
Hyperthyreoidismus, Hypothyreoidismus!, bei Nierenerkrankungen *, Krebs- 
erkrankungen®: 4, bei schwerer Tuberkulose > und anderen chronischen In- 
fektionskrankheiten hingewiesen. Prognostisch zeigt im allgemeinen ein 
sehr niedriger Albumin-Globulinquotient meist einen Krafteverfall an. Er- 
wahnenswert sind auch noch die Veranderungen des Verhaltnisses der Blut- 
eiweiBkérper zueinander nach Réntgenbestrahlungen; Behrens® fand 
namlich, daB die im immunbiologischen Sinne normalen Patienten (Magen- 
und Duodenalgeschwiire z. B.) mit einer Vermehrung des Albumins und 
einer Reduktion des Globulins antworten, wahrend die im immunbiologi- 
schen Sinne allergischen Patienten mit einer Globulinaimie reagieren, Er- 
gebnisse, die auch von Wichels und Behrens’ bestatigt wurden. 

Da die Bestimmung der BluteiweiBk6rper zu diagnostischen und 
prognostischen Zwecken eine gewisse Wichtigkeit erlangt hat, sind fiir 
klinische Zwecke Schnellmethoden ausgearbeitet worden, die dazu dienten, 
mit kleinsten Serummengen Werte von einer annahernden Genauigkeit zu 
ermitteln. Die refraktometrische Methode in Verbindung mit der viskosi- 
metrischen ist die bekannteste und auch die am haufigsten ausgefiihrte, 
wozu Rohrer® das bestehende Abhangigkeitsverhaltnis zwischen Refraktions- 
und Viskosimeterwerten in Tabellen zusammengefaBt hat, aus denen das 
Albumin-Globulinverhaltnis leicht entnommen werden kann. Der Wert 
dieser Methode wurde vielfach angezweifelt, unter anderen auch von Hueck?®, 
der darauf hingewiesen hat, daB verschiedene Refraktionswerte erhalten 
werden kénnen, je nachdem das Serum sofort nach der Entnahme oder erst 


1 Loeper, Tonnet u. Lebert, C. r. Soc. biol. 101, 1928. — ? Geill, Zeitsehr. 
f. klin. Med. 110, 1929. —- * Tumori 10, 1923. — 4 Presse med. 29, 1921. 
5 Salkind, Hamatolog. 5, 1929. — ® Strahlentherapie 26, 1927. — 7 Zeitschr. 
f. exper. Med. 56, 1926. —- ® Deutsch. Arch. f. klin. Med. 121, 1916. — 


® Diese Zeitschr. 159, 89, 1925. 
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nach langerer Zeit zur Untersuchung kommt. Zieht man dabei in Betracht, 
da®B die Albumine und Globuline keine einheitlichen EiweiBkorper dar 
stellen, sondern aus Gruppen von EiweiSfraktionen bestehen, wozu noch die 
Artbesonderheiten der EiweiBfraktionen bei den einzelnen Tiergattungen 
iiberhaupt kommen, so wird man verstehen, daB man in der Literatur den 
widersprechendsten nach optischen Methoden bestimmten ,,Mittelwerten‘ 
der SerumeiweiBk6rper bei den Haustieren begegnet. 

Da chemische Bestimmungen des Albumin-Globulinquotienten 
im Blutserum der Haustiere fehlen, habe ich es unternommen bei Pferd, 
tind, Huhn und Hund das durchschnittliche Albumin-Globulinver- 
haltnis méglichst genau festzustellen. 


Das Blut wurde bei Pferd und Rind aus der Jugularvene, beim Hund 
aus der Vena saphena magna und beim Huhn bei der Schlachtung aus den 
HalsgefiBen gewonnen. Das in einem trockenen Kapillarréhrchen autf- 
gefangene Blut wurde zentrifugiert, das klare Serum abgehebert und sofort 
verarbeitet. Der Gesamt-N-Gehalt wurde mit Hilfe der Mikro-Ajeldahl- 
Methode nach Pregl bestimmt und davon der NichteiweiB-N in Abzug 
gebracht. Das Albumin wurde im Filtrat nach der Fallung des Globulins 
mit 22,2°,iger Natriumsulfatlésung bei 37°C ermittelt (Howe!) und der 
Globulin-N aus der Differenz GesamteiweiB-N und Albumin-N berechnet. 

Die Ausfiihrung gestaltete sich folgendermaBen: Mit trockenen Pra- 
zisionspipetten wurde je 0,1 ccm Serum abgemessen, die bei der Gesamteiweib - 
bestimmung sogleich in den Verbrennungskolben aus Jenaer Glas gebracht 
wurden, waihrend bei der Albumin- und Rest-N-Bestimmung diese Mengen 
in Proberéhrehen kamen. Zur Albuminbestimmung wurden 3 ccm einer 
22,2 °,igen Na,SO,-Lésung von 37°C dazugegeben, so daB die Konzentra- 
tion von ungefaihr 21,5°, Na,SO, erreicht wurde, bei der bei 37°C alle 
Globuline ausfallen. Die Réhrchen wurden dann mindestens 2 Stunden im 
Brutschrank stehengelassen, bis sich aus der wolkigen Triibung ein deut- 
licher Niederschlag abgesetzt hatte; dann wurde der Réhrcheninhalt quanti- 
tativ durch ein mit dem Fallungsmittel befeuchtetes Filter filtriert und 
zweimal mit der 21,5%igen Na,SO,-Lésung nachgewaschen.  Filtriert 
wurde im Brutschrank bei 37°C, wozu das Filter von Schleicher d& Schill 
Nr. 602 hart, verwendet wurde, das gleichgiiltig, ob ein- oder mehrmals 
filtriert wurde, dieselben gleichmaBigen Werte ergab. Das Filtrat wurde 
dann mit dem Waschwasser in den Verbrennungskolben gebracht. 

Zur Rest-N-Bestimmung wurde die gleiche Serummenge mit 3 ccm 
einer 5% igen Trichloressigsiure versetzt, durch ein mit dem Fallungsmittel 
benetztes Filter filtriert und nachgewaschen und das so gewonnene eiweiB- 
freie Filtrat in den Verbrennungskolben gebracht und der Stickstoff nach 
der Mikro-AKjeldahl-Methode bestimmt. 

Berechnung. Der Gesamt-N abziiglich des Rest-N ergab den EiweifB-N. 
Der Wert fiir den EiweiB-N (Albumin-N) mit dem Faktor 6,25 multipliziert 
entspricht der Eiweifmenge (Albuminmenge) in 0,1 cem Serum, bzw. mit 
1000 multipliziert, der GrammeiweiBmenge (Albuminmenge) in 100 ccm 
Serum. GesamteiweiB weniger Albumin ergab das Globulin. 

Es sei noch erwahnt, daB alle Gesamt-N- und Rest-N-Bestimmungen 
doppelt, die Albuminbestimmungen dreifach ausgefiihrt wurden, wobei aus 
den gefundenen Werten zur Berechnung das arithmetische Mittel gezogen 
wurde. Alle Reagenzien waren chemisch rein fiir analytische Zwecke. 


1 J. of biol. Chem. 49, 1921. 
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Folgende Tabelle zeigt die ermittelten Werte von zehn gesunden 
Pferden: 

Ges: - 1eSé - Alb in Glob 

Pferde Biweib-N oa ‘Hiweil a beans —. — Albumin- 

” — 100 com 100 cem 100 cem 100 cem 100 ecm 'Eiwel ‘Eiwei olen 
g g £ g e Pi %o 

1 Wallach, 

20 Jahr = 1,064 = 0,070 | 6,649 3,369 3,280 59.65 49,35 1,027 
2° Wallach, 

10 Jahr | 1,103 0,076 6,895 3,324 3,571 | 48,2 51,8 0,93 
3 Wallach, 

7 Jahr 1,072 0,058 6,720 3456 3,264 51,9 48,1 1,06 
4 Stute, 

16 Jahr > 1.0556 0,060 6,597 3,431 3,166 52 48 1,08 
5 Stute, 

9 Jahr 1,120 0,067 7,000 3444 3.456 596 49.4 1,026 
6 Wallach, 

15 Jahr 1,211 | 0,087 7,560 3,833 | 3,736 9.65 49.35 1,027 
7 | Wallach, 

12 Jahr 1.0696 0,077 6687 3,386 3,301 59,7 49.3 1,02 
8 Wallach, 

19 Jahr 1,1144 0,086 6,965 3,365 3,600 484 51.6 0,94 
9 | Wallach, 

20 Jahr =1,0892 0,081 6,816 3,194 3,622 47 53 0,88 
10 Wallach, 

18 Jahr || 1,0738 | 0,077 | 6,711 3,535 | 83176 52,5 47,5 1,11 

Mittel- 

werte: | 1,097 0,074 6,861 3,434 3417 50.26 | 49,74 1,01 


Zum Vergleich seien die von Kriger! angefiihrten Werte wiedergegeben, 


die auf 


Grund 


der 


refraktometrischen 


und viskosimetrischen Methode 


gefunden wurden: Als Mittelwerte fiir das Pferd hat Aridger angegeben: 
Gesamteiweib 8,1°,, das Verhaltnis des Albumins zum Globulin in 100 g 
GesamteiweiB 56,8/43,2 


zehn gesunden Rindern: 


1,3. 
Die folgende Tabelle enthalt die Resultate der 


SerumeiweiBbwerte von 





Nr. Kiihe, Alter 


1 7 Jahr 
2 ee 
3 yy 
4 5 
5) 11 
6 a 
ain Sa 
8 ey 
9 he ie 
10 . ee 
Mittel- 
werte: 


1 Wintersteins Handb. d. 


Gesamt- 
EiweiB-N 


in 100 cem 


Serum 


g 
= 


1,1074 
1,0248 
1.0934 
1.9178 
1,134 

1.0416 
1.9262 
1,071 

1,0738 
1.081 


1,067 


Rest-N Gesamt- Albumin 


in 
100 c¢em 
Serum 


£ 


0.067 
0.061 
0,963 
0.062 
0.07 

0.067 
0.066 
0,077 
0,062 
0,063 


0.066 


Eiweii 
in 100cem 
Serum 


£ 


6,925 
6,412 
6.8337 
6,361 
7.0875 
6.510 
6.414 
6.694 
6,711 


6,756 


6.670 


vergl. 


Biochemische Zeitschrift Band 287. 


in 
100 cem 
Serum 


ria 
_ 


3.594 
3.762 
3,780 
3,194 
3.6488 
3.790 
3,334 
3.561 
3.683 
3.631 


3,598 


Physiol. I. Teil, 1. Heft, 1925. 


Globulin 
in 
100 cem 
Serum 


ita 
£ 


3,331 
2.650 
3.0537 
3,167 
3,4387 
2,720 
3,080 
3,133 
3,028 
3,115 


3,072 


Albumin 
vom 
Gesamt- 
Eiweil 


53,96 


Globulin 
vom 


Albumin- 


Gesamt- Globulin- 


Eiweif 
0 


0 


48,12 
41,34 
44,7 
49.85 
48.5 
41.8 
48 
46.8 
45 
46,25 


46,04 


23 


Quotient 


1,078 
1,41 
1,24 
1.006 
1,06 
1.39 
1.08 
1,07 
1,21 
1,16 


1,17 
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Zum Vergleich die Mittelwerte Krigers: GesamteiweiB der Kuh 7,5 °%, 
Verhaltnis des Albumins zu Globulin in 100 g GesamteiweiB 70,9/29,1 
= 2,43. 


Die nachste Tabelle enthalt die Werte acht untersuchter gesunder, iiber 
1 Jahr alter Hennen. 





Gesamt- Rest-N | Gesamt- Albumin | Globulin Albumin | Globulin 





Eiweib-N in Eiweif in in vom vom Albumin- 
Hiihner inl00cem) 100cem in100cem) 100 cem | 100 cem | Gesamt- Gesamt- GJobulin- 
Serum Serum Serum | Serum Serum Eiweif | Eiweifi Quotient 
Nr. g £g Se eee g 9 %Fy 
1 0,770 | 0,11 4,812 1,400 | 38,412 29,1 70,9 0,41 
2 0,742 | 0,098 | 4,677 1,610 | 3,067 34,3 65,7 0,52 
3 0,686 0,091 4,287 0,087 8,400 20,3 79,7 0,256 
4 0,721 0,07 4,506 1,662 2,844 36,9 63,1 0,58 
5 0,854 0,07 5,337 1,575 | 3,762 29,5 70,5 0,42 
6 0,756 0,96 4,725 1,137 3,588 24 76 0,31 
7 0,770  =0,084 | 4,812 1,312 | 3,500 27,3 72,7 0,37 
8 0,728 0,077 | 4,550 1,487 | 3,063 82,7 67,3 0,48 
Mittel- 


werte: | 0,753 | 0,083 | 4,713 | 1,884 | 3,329 29,26 70,74 | 0,42 


Zum Vergleich seien die Mittelwerte der Tabelle Aragers fiir das Huhn 
angefiihrt. GesamteiweiB 5%, das Verhaltnis des Albumins zu Globulin in 
100 g Gesamteiweif8 78/22(!) = 3,5. 


Fiir den Hund beschranke ich mich auf die Nachpriifung der Arbeit 
Bodanskys und seiner Mitarbeiter’, die den Albumin-Globulinquotienten 
bei neun gesunden Hunden auf analytische Weise bestimmt haben. Es wurden 
drei gesunde Hunde untersucht. Nach Bodansky schwankt der Albumin- 
Globulinquotient zwischen 1,22 bis 2,2, was ich bestatigen konnte. 





Gesamt- | Rest-N | Gesamt- Albumin Globulin Albumin | Globulin 


Eiweifi-N in Eiweii in in vom vom Albumin- 
Hunde inl00cem 100cem inl00cem 100cem 100cem = Gesamt- | Gesamt- | Globulin- 
Serum Serum Serum Serum Serum Eiweib Eiweifs | Quotient 
Nr. | 8 g g g g %o Jo 
1 0,952 «0,091 5,950 3,910 2,040 | 658 34,2 1,91 
2 0,875 0,077 5468 3,893 1,575 | 71,2 28,8 2,40 
3 0,840 0,084 5,250 3,167 2,083 | 60,3 39,7 1,51 
Mittel- 


werte: 0,889 | 0,084 5,556 3,656 1,899 65,8 34,2 1,9 
nach Bo- | 
dansky | 0,979 6,118 8,750 2,368 61,5 38,8 | 1,56 


In der Tabelle von Krtiger finden sich folgende Werte: fiir das Gesamt- 
eiweiB 7,07, fiir das Verhaltnis des Albumins zu Globulin in 100 g Gesamt- 
eiweiB $1,4/18,6 = 4,3 


1 J. of biol. Chem. 74, 1927. 
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Zusammenfassende Tabelle. 





Gesamt- . ‘ Albumin Globulin 
Eiwei§ Albumin | Globulin | yom vom Aone, 
in 100cem in 100ccm in 100c¢cm! Gesamt-  Gesamt-  Globulin- 
Serum Serum Serum EiweiB | EiweiB Quotient 
g g g %o 99 
Pferd 
Mittelwerte. . . 6,861 3,434 3,417 50,26 49,74 1,01 
Hoéchster Wert . 7,569 3,833 3,736 52,5 53 1,11 
Niedrigster Wert 6,597 3,194 3,166 47 47,5 0,88 
Rind 
Mittelwerte. . . 6,670 3,598 8,072 53,96 46,04 1,17 
Hochster Wert . 7,087 3,790 3,438 58,66 49,85 1,41 
Niedrigster Wert 6,361 3,194 2.650 50,15 41,34 1,96 
Huhn 
Mittelwerte . ; 4,713 1,384 3,329 29,26 70,74 0,42 
Hochster Wert . 5,337 1,662 3,762 36,9 79,7 0,58 
Niedrigster Wert 4,287 0,887 2,844 20,3 63,1 0,25 
Hund 
Mittelwerte. . . 5,556 3,656 1,899 61,5 34,2 1,9 
Hoéchster Wert . {| 5,950 3,910 2,083 71,2 39,7 2.4 
Niedrigster Wert 5,250 3,167 1,575 60,3 28,8 1,51 


Zusammenfassung. 


Aus den Tabellen ergibt sich, daB beim Pferd und Rind die ab- 
soluten Werte fiir Gesamteiwei8, Albumine und Globuline sehr wenig 
voneinander verschieden sind, ebenso auch der Albumin-Globulin- 
quotient, der sich im Hinblick darauf, da8 Albumine und Globuline 
in ungefahr gleicher Menge im Serum vorhanden sind, bei beiden Tier- 
arten um 1 bewegt; dagegen ist beim Hund und Huhn, abgesehen 
von ihrem niedrigeren GesamteiweiBgehalt, das Verhaltnis von Albumin 
zum Globulin ein ganz anderes, da beim Hund die Albumine und beim 
Huhn die Globuline iiberwiegen. 


23* 








Uber den Blutzuckergehalt 
des arteriellen und des vendsen Blutes. 
Von 
Adolf Knapp. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Tierarztlichen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 16. Juli 1936.) 


Die Frage ob zwischen dem arteriellen Blute und dem vendésen 
ein Blutzuckergefille besteht, ist sehr verschieden beantwortet worden. 
Wahrend Ege-Henriques! und Rosenow? der Meinung sind, daB eine 
Blutzuckerdifferenz zugunsten des arteriellen Blutes besteht, glaubt 
Turban® diese Frage noch nicht als entschieden betrachten zu kénnen, 
da er selbst im arteriellen und venésen Blute zum Teil gleiche Blut- 
zuckerwerte, zum Teil aber auch ein Uberwiegen des Zuckers im ar- 
teriellen Blute feststellen konnte. Diesem Autor gegeniiber hat Franca- 
viglia* bei Hunger im Venenblut regelmaBig einen um 0,015 bis 
0,035 mg-°% niedrigeren Blutzucker als im arteriellen Blute beobachten 
kénnen, waihrend Glassberg® wieder gleiche Werte fiir den kapillaren 
und vendsen Blutzucker gefunden zu haben behauptet. Keine Klarheit 
haben auch Blutzuckerbestimmungen gebracht, die unter sehr ver- 
schiedenen Bedingungen ausgefiihrt worden sind ; immerhin konnte dabei 
festgestellt werden, daB durch Zuckerbelastung oder durch hormonale 
Wirkungen bedingte Schwankungen im Blutzuckergehalt des arteriellen 
Blutes im venésen Blute tiberhaupt nicht in Erscheinung traten. Ich 
verweise dabei auf die Arbeiten von Klein und Holzer®, Friedenson, 
Meyer, M. R. Rosenbaum, EF. T. Thalheimer wnd J. P. Peters’, A. Can- 
terov und G. Ricchiuti®, L. Jonas® und Glassberg™. 

"Zur Aufklarung der in der Literatur vorhandenen Widerspriiche 
habe ich es unternommen, diese Frage an einem groBen Tiermaterial 
neuerdings einer Untersuchung zu unterziehen. 

Die erste Versuchsreihe wurde an Rindern angestellt. Bei diesen 
wurden gelegentlich der Schlachtung gleich nach dem Betaéubungs- 
schlage die groBen GefaiBe am Halse freigelegt und mittels einer Hohl- 
nadei venéses Blut aus der V. jugularis und arterielles aus der A. Carotis 
entnommen und in einer paraffinierten Schale aufgefangen, von wo es 


' CO. r. soe. biol. 85, 1921. — * Klin. Wochenschr. 1928. — ° Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 119, 1922. — * Fisiol. et Med. 2, 1931. — ® Proc. soe. exp. 
biol. 28, 1931. —* Med. Klin. 1928; Zeitschr. f. klin. Med. 109, 1928. 
7 J. of biol. Chem. 80, 1928. — ® J. clin. Invest. 18, 1934. — ® Ebenda 12, 
1933. — }© Arch. int. Med. 46, 1930. 
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sofort mit einer Mikropipette zur Blutzuckerbestimmung aufgesaugt 
wurde; diese erfolgte nach der Methode von Hagedorn-Jensen!. Die 
Ergebnisse der Versuche an 14 Rindern sind in Tabelle I niedergelegt. 








Tabelle I. Rinder. 
Arterielles Venises Blut | Arterielles | Venises Blut | Arterielles Venéses Blut 
Blut Blut Blut 
Blutzucker- Blutzucker- Blutzucker- Blutzucker- Blutzucker- Blutzucker- 
mittelwerte mittelwerte mittelwerte mittelwerte mittel werte mittelwerte 
aus mehreren aus mehreren | aus mehreren | aus mehreren | aus mehreren |) aus mehreren 
3e- e- e- Be- se- Be- 
stimmungen stimmungen stimmungen stimmungen stimmungen stimmungen 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0,074 0,070 0,079 0,072 0,092 0,074 
0.074 0,068 0,074 0,070 0.082 0,074 
0,088 0,064 0,081 0,079 0,087 0,074 
0,077 0,071 0,082 0,076 0,083 0,079 
0,073 0,070 0,083 0,084 








Mittelwert der Differenz 0,0085 mg-°%. 


Aus dieser ist zu entnehmen, daB der Blutzuckergehalt im ar- 
teriellen Blute sich zwischen 0,073 bis 0,092% und im vendésen sich 
zwischen 0,064 bis 0,084 °, bewegt. Es ergibt sich daraus eine durch- 
schnittliche Differenz im Blutzuckerspiegel von 0,0085 °%, zugunsten des 
arteriellen Blutes, die mit dem von Henriques gefundenen Werte beim 
Menschen iibereinstimmt. 

Da aber die Schockwirkung bei der Betéubung der Rinder eine 
Fehlerquelle ergeben kinnte, wurden diese Untersuchungen an Hiihnern 
wiederholt, die mir Dank dem Entgegenkommen einer Gefliigelschlacht- 
anstalt zur Verfiigung standen. Das vendse Blut wurde durch Einstich 
aus einer Fliigelvene gewonnen, wahrend als arterielles Blut das nach 
durchgefiihrtem Halsschnitt aus der Art. carotis herausspritzende Blut 
diente. Von jedem Tiere wurden je zwei arterielle, und je zwei vendse 
Blutproben entnommen, die nach dem Mikroverfahren von Hagedorn- 
Jensen sogleich verarbeitet wurden. Diese Versuche konnten an 
100 Hiihnern von verschiedenem Geschlecht und Alter und meist 
gutem Nahrzustand durchgefiihrt werden. 

Aus den Tabellen ergibt sich, daB der Blutzuckergehalt im ar- 
teriellen Blute des Huhnes zwischen 0,155 bis 0,277 % und im venésen 
zwischen 0,144 bis 0,254°%, schwankt. Daraus ergab sich eine mittlere 
Differenz von 0,017 % zugunsten des arteriellen Blutes, ein Befund, der 
sich mit dem Ergebnis der Untersuchungen beim Rind und der von 
Henriques beim Menschen deckt. 


1 Hagedorn u. Jensen, diese Zeitschr. 135, 46, 1923. 
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Tabelle IT. Hiihner. 
aie ~ ae Venises Blut — | Venises Blut aaa Venises Blut 
Blutzucker- Blutzucker- Blutzucker- | Blutzucker- Blutzucker- Blutzucker- 
mittelwerte mittelwerte mittelwerte | mittelwerte mittelwerte mittel werte 
aus mehreren | aus mehreren |] aus mehreren | aus mehreren | aus mehreren | aus mehreren 
Be- | Be- Be- Be- Be- Be- 
stimmungen stimmungen stimmungen | stimmungen stimmungen stimmungen 
0/, 0), 0, On 0/6 Oy 
0,157 0,144 0,188 0,177 0,214 0,187 
0,181 0,166 0,214 0,184 0,214 0,196 
0,179 0,148 0,163 0,150 0,199 0,194 
0,180 0,166 0,155 0,147 0,220 0,207 
0,201 0,155 0,174 0,151 0,214 0,210 
0,182 0,152 0,225 0,220 0,203 0,186 
0,184 0,162 0,189 0,179 0,199 0,181 
0,161 0,151 0,194 0,181 0,203 0,166 
0,199 0,172 0,231 0,220 0,202 0,177 
0,184 0,169 0,185 0,192 0,168 0,170 
0,203 0,167 0,191 0,188 0,203 0179 
0,184 0,168 0,224 0,209 0,202 0,183 
0,197 0,183 0,206 0,197 0,202 0,192 
0,198 0,168 0,207 0,210 0,277 0,254 
0,183 0,183 0,254 0,233 0,253 0,222 
0,214 0,187 0,201 0,181 0,270 0,235 
0,191 0,184 0,221 0,201 0,218 0,212 
0,208 0,183 0,198 0,195 0,250 0,282 
0,208 0,182 0,207 0,188 0,223 0,214 
0,209 0,188 0,200 0,184 0,239 0,222 
0,185 0,174 0,189 0,179 0,200 0,190 
0,205 0,192 0,191 0,188 0,218 0,202 
0,207 0,209 0,172 0,177 0,222 0,200 
0,194 0,180 0,209 0,191 0,247 0,231 
0,207 0,186 0,190 0,177 0,260 0,240 
0,190 0,179 0,195 0,173 0,251 0,217 
0,206 0,195 0,174 0,159 0,245 0,202 
0,209 0,201 0,191 0,188 0,252 0,238 
0,235 0,209 0,192 0,182 0,228 0,217 
» 0,191 0,182 0,219 0,218 0,220 0,219 
0,192 0,184 0,239 0,204 0,220 0,209 
0,223 0,193 0,203 0,185 0.227 0,220 
0,210 0,190 0,193 0,191 0,227 0,208 
0,175 0,174 


Mittelwert der Differenz 0,017 mg-%. 


Zusammenfassend kann aus vorstehenden Untersuchungen der 
SchluB gezogen werden: 

1. daB bei Rindern und Hiihnern der Blutzuckergehalt des ar- 
teriellen Blutes immer héher gefunden wurde als der des venésen, daB 
also ein Blutzuckergefille entsprechend der Stromrichtung des Blutes 
besteht und 

2. daB die Differenz zwischen arteriellem und venésem Blut im 
Mittel beim Rind 0,0085 %, bei den Hiihern 0,017 % betragt. 


= satin. 
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Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber den kolloidalen 
Zustand von Cholesterin, Cholesterinester und Lecithin. 
XII. Mitteilung: 

Die Reduktions- Oxydations-Eigenschaften des Cholesterins und seiner Derivate 
in kolloidalem Zustande?. 

Von 
Igor Remesow und Olga Sepalowa. 

(Aus der Abteilung fiir Kolloidchemie des Staat]. Chemisch-Pharmazeutischen 
Forschungs-Instituts in Moskau.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1936.) 


Die vorliegende Arbeit stellt die Fortsetzung unserer Untersuchungen 
iiber das Reduktionsvermégen des Cholesterins in kolloidalem Zustand 
dar (Remesow und Sepalowa*). Es war zu entscheiden, ob das Cholesterin 
dieses Vermégen auch unter anderen Versuchsbedingungen zu erweisen 
vermag und ob reduzierende Wirkungen des Cholesterins auch an 
einem physiologisch-chemischen Modell zu beobachten sind. Wir 
bedienten uns deshalb der bekannten Methode von Thunberg, welche 
einen quasibiologischen AtmungsprozeB in vitro zu reproduzieren 
erlaubt. Dieses Atmungsmodell beruht bekanntlich darauf, da Bern- 
steinsdure als Wasserstoffdonator fungiert und zu Fumarsiaure dehydriert 
wird. Durch die freigewordenen Energien bzw. durch 2H-Atome wird 
Methylenblau zur Leukobase reduziert. Als Substrat fiir diese Redox- 
reaktion dient ein sorgfaltig gewaschenes (Wasserextraktion) Muskel- 
gewebe. 

Um zu klaren, inwieweit dem Cholesterin Redoxeigenschaften 
eigen sind, haben wir in einer Serie der Versuche in dem T'hunbergschen 
System anstatt der Bernsteinsaure als Wasserstoffdonator das Cholesterin 
eingefiihrt. Wir bedienten uns dabei der Cholesterinsole und der Sole 
verschiedener seiner gesaittigten und ungesattigten Derivate. Es wurde 
auch der Einflu8 von verschiedenen pxu-Werten und die hemmende 
Wirkung von KCN bei diesen Versuchen naher untersucht. 

In einer anderen Versuchsserie verfolgten wir den méglichen Ein- 
fluB des im Substrat (Muskelgewebe) vorhandenen Cholesterins auf 
das Zustandekommen der Redoxreaktion in dem System. Zu diesem 
Zweck wurde das Muskelgewebe in verschiedener Weise bearbeitet, um 
eine méglichst weitgehende Entfernung des vorhandenen Cholesterins 


1 Die X. und XI. Mitteilung erschien im J. of Biochem. (22, 1935). — 
2 Remesow u. Sepalowa, diese Zeitschr. 266, 330, 1933; J. of Biochem. 22, 
1, 1935. 
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zu erzielen. Aus dem auf diese Weise gewonnenen Cholesterin wurden 
Sole hergestellt und auf ihre Wirksamkeit an Stelle der Bernsteinsaure 
erprobt, wobei als Substrat das vom Cholesterin befreite Muskelgewebe 
diente. Diese Versuche erlauben uns, einige Schliisse iiber das Redox- 
verhalten des kolloidalen Cholesterins zu ziehen und ihm eine Rolle 
in der Funktion des Muskelgewebes zuzuschreiben. 


Beschreibung der Versuche. 

In der ersten Versuchsserie wurde das Substrat genau nach den 
Angaben von Thunberg bereitet: 

Die Muskeln von normalen, frisch getéteten Kaninchen wurden im 
, Latapie’ zerkleinert und der erhaltene Muskelbrei einige Stunden lang 
unter Leitungswasser gewaschen, bis die gesamte Muskelmasse eine weibe 
Farbe annahm. Sodann wurde das Wasser fest ausgepreBt und ein feuchter 
Muskelbrei erhalten, welcher in einer 5%igen Borsiurelésung aufbewahrt 
wurde. Das Muskelgewebe wurde stets auf seinen Selbstreduktionswert hin 
gepriift, und nur das vollkommen ,,atmungslose** Substrat fand fiir unsere 
Versuche Verwendung. 


In der zweiten Versuchsserie erfolgte die Bearbeitung des Substrats 
in anderer Weise : 

Das frischgewonnene Muskelgewebe von Kaninchen wurde auf einer 
Glasplatte feingestrichen und in einem F6n-Trockenschrank zum Trocknen 
gebracht. Die Masse wurde dann von der Platte abgerieben, in einem Moérser 
gepulvert und nochmals 24 Stunden in einem Vakuumexsikkator iiber 
CaCl, getrocknet. Dieses Pulver wurde in der Kilte 12 Stunden lang mit 
Aceton extrahiert, der von Sterinen befreite Muskelrest wurde sorg- 
faltig zum konstanten Gewicht im Vakuum iiber H,SO,, sodann iiber 
CaCl, getrocknet und danach zu dem Versuch verwendet. Ein Teil 
dieses Pulvers wurde weitere 12 Stunden lang mit heifem Aceton in 
einem Soxhlet-Apparat erschépfend extrahiert. Eine genau abgewogene 
Menge des Muskelpulvers wurde in der Stammlésung von Methylenblau 
(1: 5000) suspendiert, die Fliissigkeit wurde ausgepreBt, und fiir jede Probe 
wurden genau 0,5 g dieses Methylenblau-Muskelpulvers verwendet. 

Die Acetonlésungen wurden zur Bereitung der entsprechenden Sole 
genommen. In einem aliquoten Teil der Acetonlésungen wurde das Lésungs- 
mittel entfernt und Proben auf Cholesterin ausgefiihrt, die meistens positiv 
ausfielen. Zur Ausfiihrung der Thunbergschen Reaktion wurden immer je 
7 ccm | °jiger Bernsteinsiure oder an deren Stelle Cholesterinsole und 0,5 g 
des Methylenblau-Muskelpulvers verwendet und die geschlossenen Thunberg- 
schen Réhrchen mit einer Leybolds-Vakuum-Olpumpe evakuiert. Die 
R6hrehen standen verschiedene Zeit unter Wasser bei 40°C. Fiir jeden 
Versuch stellten wir mindestens zwei Rohrchen derselben Zusammensetzung 
und wiederholten den Versuch immer noch einmal unter den gleichen Be- 
dingungen. Auch wurden Kontrollbestimmungen mit destilliertem Wasser 
anstatt mit Bernsteinsdure oder Cholesterinsol durchgefiihrt. Die pu-Werte 
des Milieus wurden immer auf elektrometrischem Wege kontrolliert und er- 
mittelt. Um einen méglichen Einflu8 der Adsorptionsphinomene fiir die 
Entfarbung des Methylenblaus auszuschalten, wurden besondere Kontroll- 





den 
ure 
ebe 


ox- 
alle 


len 


im 
ing 
iBe 
ter 
hrt 
nin 
ere 


its 


Ler 
en 
er 
er 
iit 
o- 
er 
ail 


ne 
iu 
be 








Untersuchungen tiber den kolloidalen Zustand von Cholesterin usw. XII. 347 


versuche mit den Solen, welche fiir unsere Versuche Verwendung fanden, 
angestellt. Es ergab sich, dal die Adsorption des Methylenblaus an Chole- 
sterinteilchen in keinem Falle ausreicht, um eine Entfarbung zu verursachen, 
welche mit der bei dem Thunbergschen Versuch beobachteten verglichen 
werden kann. Die eintretende Entfarbung ist also nicht auf Adsorptions- 
vorginge, sondern auf Reduktionswirkungen zuriickzufiihren. 


1. Versuchsgruppe. 

In dieser Versuchsgruppe (Tabelle I) wurde die Wirkung des Chole- 
sterins in kolloidalem Zustand auf den Verlauf der Thunbergschen 
Reaktion untersucht. Als Substrat diente das nach Thunberg zubereitete 
Muskelgewebe und an Stelle der Bernsteinséure wurden die Sole von 
Cholesterin und seiner Derivate eingefiihrt!. Es ergibt sich, daB die 
Sole von Cholesterin-Heyden, auch die Cholesterinsole von Remesow, 


Tabelle I. 





Zusammensetzung des Gemisches (py = 7,0; Entfarbungszeit 


Phosphatpuffer) 


30 Min. 60 Min. | 90 Min. | 120 Min. | 18 Sta. 


cem dest. Wasser. ........ —_ — oe a ; 
» Bernsteinsaure . a eee fp fee) ee | te] te i 
» 1 %iges Cholesterins ly oe Se ep ee Pee eee 

0 0 as ase A ie 

. Hoe _ - | Heyden m T+ T+ a aft 
e 16 : . | nach +4 r++ Soe det 
a : | Remesow 5 ae Beale 9 SN oi ae 
Sg i OS eS HEY 
» 9,90  , Allocholesterinsol . iat =e ome sg 


» 0,12 Cholestensol 


” 
0,12 » 8-Cholestanolsol — - 
» 0,27, Koprosterinsol — - — - 
» 0,34 , Cholestansol . . . - — - 
, 0,45 . Metacholesterinsol - — a ~ —_— 
» 0,41 , «-Cholesterinoxydsol —  Koag. 
» 0,62 , a-8-Cholesterinoxydsol — 7 c 


» 9,67, Oxycholesterinsol 

» 1,2 —, Cholestenonsol 

» 0,64, * 

» 0,82, Cholestanonsol 

1,8, Lecithinsol . Shee 

» 0,4 , Cholesterin : Lecithinsol 

, 0,26 ., Soyalecithinsol . . 
Schatzungsskala der Entfarbungszeit ist nach Thunberg angegeben. Die 

Sole von Cholesterinoxyden koagulierten nach ihrer Zugabe in den Rohrchen. 


— [+ |F/++ +4 44 
— = | =/+ 4/44 +4 


NNN NS SSIS SI SI SI SI I I SSIS I SI a 
3 
+ 0,5 g Muskelgewebe n. Thunberg mit Methylenblau 








1 Fiir die liebenswiirdige Uberlassung einiger gesattigter und unge- 
sittigter Verbindungen des Cholesterins, Cholestens, Koprosterins, Allochole- 
sterins und Cholestans méchten wir an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. Alfred 
Windaus, auch Herrn Priv.-Doz. Dr. R. Tschesche (G6ttingen) unseren 
herzlichsten Dank aussprechen. Die Sole von Soyalecithin wurden aus 
besonders gereinigten Priparaten von Herrn Kollegen Dr. Bruno Rewald 
(London) hergestellt. 
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welche nach einer neuen Kryogenmethode hergestellt wurden, in Konzen- 
trationen von | bis 0,1 % eine reduzierende Wirkung auf das Methylen- 
blausystem hervorrufen. Diese Wirkung ist nur dem Cholesterin eigen 
da die gesattigten und ungesattigten Derivate — mit Ausnahme von 
Cholestenon — keinen Effekt ausiiben. Ebenso fallt diese Wirkung 
bei Verwendung der Lecithinsole auch im Gemisch mit Cholesterin 
fort. Die von uns beobachteten Phinomene lassen sich nur so erklaren, 
daB das Cholesterin die Rolle der Bernsteinséure ibernimmt und folglich 
als ein Wasserstoffdonator in dem ganzen System betrachtet werden 
kann. Die analoge Wirkung des Cholestenons erscheint uns besonders 
deshalb auffallend, weil Cholesterinisomere, z. B. Allocholesterin, keine 
Wirkung haben. Es handelt sich offenbar um einen Vorgang, der mit 
der molekularen Struktur in engen Beziehungen steht und méglicherweise 
mit den schon friiher beschriebenen katalytischen Eigenschaften des 
Cholesterinmolekiils verkniipft ist (Remesow?). 

In Tabelle II sind die Ergebnisse entsprechender Versuche bei 
pu = 8,02 angegeben; sie stimmen mit den soeben beschriebenen 
vollkommen iiberein. Der Effekt der Cholesterinsole tritt also jedenfalls 
im Bereich der pu-Werte von 7,0 bis 8,0 auf. Wir stellten aber noch 


Tabelle II. 





mata in Minuten 
Zusammensetzung des Gemisches (pq = 8,02) ke 5 RLU 1 NN 
30 60 90 


7cem dest. Wasser + 0,5g¢ Muskelgewebe nach Thun- 
berg mit Methylenblan. . . . — = = 
7 cem Bernsteinsaure + 0,5 g Muskelgew ebe ‘pach Thun- 





berg mit Methylenblau . — + J fpf) fo 
6 ccm Bernsteinsiure ; < +/++) ++ +4 “es 
6cem 1 higes Cholesterinsol nach v. | Heyden “s + |+/++/- Fi++ 
C59" TO. tay ‘ nach Remesow S beh h 
6, 09 ,  Allocholesterinsol n. Remesow : + + = 
6, 0,2 ., Cholestensol + = om = 
BS ey 8-Cholestanolsol . we ex ee i 
6 , 0,27. ,  Koprosterinsol 238 — _ oe 
6 , 0,384 ,  Cholestansol oe - — 
ee Metacholesterinsol . . & Sp — Se sai 
GC. “ORS: +6 a + 8- Cholesterinoxydsol + ats i i 
6 , 0,67  .,  Oxycholesterinsol . q = ens = 
Cx...) Be : Cholestenonsol . . . . 3 — ff +i+/+4+ 
6 , 0,82 ,  Cholestanonsol = - — — 
6 , 04  ,  Cholesterin: Lecithinsol fies = = 
6 , 0,2 ,  Soyalecithinsol . aa — — — 


Bemerkungen: pxy-Werte des Gemisches wurden vor und nach dem 
Versuch elektrometrisch kontrolliert. 
1 Remesow, diese Zeitschr. 246, 431, 1932; 248, 256, 1932; Ber. 67, 134, 
1934. 
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Versuche mit den Solen von Cholesterin bei variierten px-Zahlen 
an, was mit Hilfe verschiedener Puffergemische erreicht wurde. In 
einer Reihe von Kontrollbestimmungen konnten wir vorher feststellen, 
daB das in dem Puffersystem in Frage kommende Ion an und fiir sich 
keinen Einflu8 auf den Verlauf der Thunbergschen Reaktion hat. 

Die in der Tabelle III angefiihrten Daten zeigen, daB die gefundene 
Cholesterinwirkung stark von den Azidititsverhaltnissen abhangt. 


Tabelle III. 





Ratiarbonganels 1 in n Minaten 


Zusammensetzung des Gemisches — —— 
30, 60 90 


7cem dest. Wassers ~s 0,5 g Muskelsubstrat nach Thun- 
berg . ‘ 

6 cem dest. Wassers - 1; 0 ecm +: Paaiasiandine n= a 7, 9) 
+ 0,5 g Muskelsubstrat nach Thunberg , 

6 ccm Bernsteinsaiure+ 1,0 cem Phosphatpuffer mies : ,2) 
+ 0,5 ¢ Muskelsubstrat nach Thunberg ..... +/+tit++) +++ 

6cem 1,6%iges Cholesterinsol nach Remesow + 1,0 ccm 
P hosphat puffer (px = 5, 6 + 0,5 g Muskelsubstrat 
nach Thunberg 

6 com 1,6°,,iges Cholesterinsol — Rex mesow + 1, 0 cem 
Phosphatpuffer (pq 6,5) + 0,5 g Muskelsubstrat 
nach Thunberg . 

6eem 1,6°,iges Chudestiorinand nac i Senin + 1 Deus 
Phosphatpuffer (pq = 7 ” + 0,5 Si Muskelsubstrat 


nach Thunberg . . . +/+ |i +| +++ 
6eem 1,6%iges C neva ane | sank Peco + 1. 0 ecm 

Phosphat puffer (py — 8,20) + 0,5 g Muskelsubstrat) 

nach Thunberg ... . eb jock i-biee 


6cem 1,6 %iges C holesterinsol wails Sadie L 1, 0 ecm 
Citratputfer (pa = 4, sia + 0,5 ¢ Muskelsubstrat nach 
TRUMDOTO. s+ 5 — — 
6 cem 1,6 %iges Cholesterinsol sai pS 4 1. 0 cem 
C itratpuffer (py — 5,07) + 0,5 g Muskelsubstrat nach 
Thunberg . . : 
6cem 1,6°,iges C holcaniaieeiis oe re mesow -- 1 poem 
Borat puffer (py — 9,09) + 0,5 g Muskelsubstrat nach 
Thunberg. . . . — cha ++ 
6eem 1,6 %iges C sslosiniaanl candi P aeete ‘i 1, Oe eem 
Boratpufter (pq — 10,38) + 0,5g Muskelsubstrat nach 
Thunberg ... . ++ | ++ ++ 
6 ccm 1,6 %iges C ebeutocionnl ‘i Rer mesow +- 1, 0 ecm 
Boratpufter (py = 11,13) + 0,5 ¢ Muskelsubstrat nach 
Thunberg. . .. ++ “- ++ 
6cem 1,6 %iges Chole sterinsel cons Ren mesow + 1 0 eem 
n/10 NaOH (py — 13,96) + 0,5 ¢ Muskelsubstrat 
nach Thunberg ... + ea 
6 cem 1,6 %iges Cholesterinso shine Pal Mei - 1 vos 
Citratpuffer (pg — 12,27) + 0,5¢ Muskelsubstrat 
nach Thunberg . . See aa ete eee ar es 
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Im Bereich von px = 6,5 und weiter nach der sauren Seite hért der 
Effekt des Cholesterins auf, so daB die Entfarbungsreaktion negativ 
ausfallt. Von px = 7,0 ab und weit nach der alkalischen Seite bis zum 
pu == 13,96 erscheint dagegen die Cholesterinwirkung immer positiv 
und nimmt an Starke mit der zunehmenden Alkalitat der Lésung zu. Die 
beobachtete Reduktionswirkung des Cholesterins hangt also in der 
Thunbergschen Reaktion stark von der Reaktion des Milieus ab und 
wird durch steigende Alkalitat begiinstigt. Da Cholesterinsole schon 
bei pu == 4,0 sichtbar koaguliert werden, liegt es nahe, den hemmenden 
KinfluB der sauren Reaktion auf diesen Umstand zuriickzufiihren. 
Andererseits muB die Tatsache, daB durch eine alkalische Reaktion 
die Cholesterinmizelle mehr lyophil wird, unter Umstanden bei der 
Erérterung der beschriebenen Wirkung der Alkalitat bei unseren Ver- 
suchen in Betracht gezogen werden. 


SchlieBlich stellten wir einige Versuche mit den héchst gereinigten 
Cholesterinpraparaten an, um den EinfluB irgendwelcher Verunreini- 
gungen fiir den Eintritt der beobachteten Phanomene auszuschalten. 
Dabei benutzten wir die bekannte Rosenheimsche Methode der Reinigung 
des Cholesterins, indem das dreimal aus Alkohol-Ather umkristallisierte 
Cholesterin von Schmp. 147,5 in Dibromid iibergefiihrt, daraus wieder 
mit Zinkstaub regeneriert, im Vakuum (0,01 mm) sublimiert und auf 
diese Weise vollstandig wasserfrei gewonnen wurde. Wir konnten 
aber nun keine stabilen und geniigend konzentrierten Sole von solchem 
Cholesterin erhalten. Die héchste erreichbare Cholesterinkonzentration 
in den Solen betrug 0,14°,. In vier Versuchen mit diesen Solen trat 
dreimal eine positive Entfarbungsreaktion, allerdings erst in der 60. und 
90. Minute ein. 


Wenn man bedenkt, daB die bei allen unseren Versuchen von uns 
verwendeten Cholesterinsole nach Schmelzpunkt, optischer Drehung 
und spezifischen Reaktionen ganz einwandfreies einheitliches Cholesterin 
enthielten, so glauben wir, daB man die gefundenen Dehydrierungs- 
erscheinungen in der Thunbergschen Reaktion mit Bestimmtheit dem 
,Cholesterin“ zuschreiben darf. 


2. Versuchsgruppe. 


Nachdem wir in der vorhergehenden Versuchsserie nachweisen 
konnten, daB Cholesterin als Wasserstoffdonator wirken kann, schien 
es wesentlich, die Rolle des Substrats bei diesen Reaktionen naher 
zu untersuchen. Die Extraktion des Gewebes mit Wasser nach der 
Originalmethode von Thunberg schlieBt nicht aus, daB im Substrat 
die wasserunléslichen Sterine und vor allem Cholesterin zuriickbleiben 
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und als Redoxsysteme eine Rolle spielen. Wir haben daher eine er- 
schépfende Entfernung der Lipoide aus der Muskelsubstanz durchgefiihrt. 


Feingepulvertes, vollstindig getrocknetes Muskelgewebe wurde zuerst 
12 Stunden lang mit wasserfreiem bidestillierten Aceton kalt extrahiert, 
wobei auf je 5g des Pulvers 150cem Aceton genommen wurden. Nach 
Angabe von Rosenheim liefert diese Art der Acetonextraktion fast reines 
Cholesterin. Das so erschépfte Muskelgewebe stellt das Muskelpulver 
(E 12) dar und kann eventuell nur Spuren von Cholesterin enthalten. Aus 
der Acetonfraktion wurde Sol ,,1 R‘‘ zubereitet. Eine weitere Entfernung 
des Cholesterins und der acetonléslichen Lipoidbestandteile geschah mit 
Hilfe einer nachfolgenden 12stiindigen Acetonextraktion in der Hitze im 
Soxhlet-Apparat. Die gewonnene Acetonfraktion diente zur Herstellung 
der Sole ,,2R‘‘ und enthielt gewisse Mengen von Fett. Der Muskelrest 
stellte das Muskelpulver (E 24) dar und kann als endgiiltig von Cholesterin 
befreit angesehen werden. Fiir einige Versuche wurden die beiden Aceton- 
fraktionen vereinigt, das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert und das 
resultierende Produkt in Alkohol zur Lésung gebracht. Der alkohollésliche 
Anteil wurde dann mit alkoholischer Digitoninlésung versetzt, das ent- 
standene Cholesterindigitonid abfiltriert und mit Xylol zersetzt. Das frei- 
gewordene Cholesterin wurde isoliert und nach der Kryogenmethode daraus 
ein Cholesterinsol (Sol 3 DR) erhalten. 


Tabelle IV. 





Entfirbungszeit in Minuten 


Zusammensetzung des Gemisches ue sais 
30 60 90 120 


6 cem dest. Wasser + 0,5 g Muskelsubstrat nach 

Thunberg + 1 com Puffer (pg=7,2)... ° - — 
6cem Bernsteinsaure + 0,5 g Muskelsubstrat 

nach Thunberg + 1 cem Puffer (pg — 7,2) )++ 44+ ++, +++ 
6 cem Bernsteinsaure + 0,5 g nicht extrahiertes 

getrocknetes Muskelpulver (Muskelpulver A) 

mit Methylenblau + 1cem Puffer (pg = 7,2) +2 +++ +++ 
6ccem dest. Wasser + 0,5¢g nicht extrahiertes 

getrocknetes Muskelpulver (Muskelpulver A) 

mit Methylenblau + 1 cem Puffer (pq = 7,2) — — -~ _ 
6 ccm Bernsteinsiure + 0,5 g Muskelpulver nach 

einer 12stiindigen kalten Acetonextraktion 

(Muskelpulver K 12) + 1 eem Puffer (py = 7,2) | - —_ — — 
6 com Bernsteinsiure + 0,5 g Muskelpulver nach 

einer 24stiindigen heiben Acetonextraktion 

(Muskelpulver K 24) + 1 com Puffer (pg =7,2) — — -- 
6cem Bernsteinsiure + 0,5 g des gleichen 


Muskelpulvers + 1cem Puffer (pq = 8,02) . /+ 
6cem Bernsteinsiure + 0,5 g Muskelpulver 

Kk 12 + 1 ecm Sol IR (po=7,9) . .. .) + + +++) +++ 
6cem Bernsteinsiure + 0,5 g Muskelpulver 

E 12 + 1 ccm Sol IIR (pp=7,1).... | — 5 + Sg 


6cem Bernsteinsiure + 0,5 g Muskelpulver 


K 24 + 1eem Sol IIT DR (pg wae ee + + ++ ++ 








an th Sabb 


352 I. Remesow u. O. Sepalowa: 


Wir besprechen zunachst die Versuche, in denen das trockene, nicht 
extrahierte und dann von Cholesterin durch Acetonextraktion befreite 
Muskelpulver als Substrat des Thunbergschen Redoxsystems vorlag, 
und die Bernsteinsiure in tblicher Weise als Wasserstoffdonator 
diente. 

Die Angaben der Tabelle IV zeigen eindeutig, daB nach der be- 
schriebenen Entfernung der Sterine aus dem Substiat die Wirksamkeit 
des ganzen Systems gelahmt wird. Eine positive Entfarbungsreaktion 
kann nur mit nichtextrahiertem, getrocknetem Muskelpulver erhalten 
werden. Diese Beobachtungen rechtfertigen die SchluBfolgerung, dap 
fiir die Aktivitat des Thunbergschen Atmungssystems die im Muskel- 
substrat enthaltenen Sterine verantwortlich sind. Wenn dieselben ent- 
fernt sind, so hért die Reaktion auf. 


Um einen endgiiltigen Beweis fiir diese Behauptung zu erbringen, 
untersuchten wir die Sole der aus dem Muskelgewebe entfernten Sterine. 
Es war zu erwarten, daB die Zugabe dieser Sole zu dem inaktivierten 
System nicht nur die Aktivitat der Sterine wiederherzustellen vermag, 
sondern auch ohne Teilnahme der Bernsteinséure die ganze Reaktion 
hervorruft. Die Ergebnisse solcher Versuche sind aus den Tabellen ]V 
und V zu ersehen. 

Die Zugabe der Sole ,,I R‘“ und ,, JIT DR“ zu dem System: Bern- 
steinsiure — extrahiertes Muskelpulver — Methylenblau, verursachte 
die Wiederherstellung der Entfarbungsreaktion des Gemisches. Noch 
iiberzeugender sind die Ergebnisse unserer Versuche mit den Solen 
1. R“ und ,, I DR“ an Stelle der Bernsteinsaéure, wofiir als Substrat 
Muskelgewebe, nach der Methode von Thunberg gewonnen, getrocknetes, 
nicht extrahiertes Muskelpulver und schlieBlich partiell und vollstandig 
mit Aceton extrahiertes Muskelpulver Verwendung fanden. Diese 
Resultate lassen sich folgendermaBen zusammenfassen: Bei Verwendung 
der Sole der ersten Acetonfraktion (Sol ,,I R“‘) trat eine nicht vollstandige 
Entfirbungsreaktion bzw. Hydrierung des Methylenblaus ein, wenn als 
Substrat das gewéhnliche, nach Thunberg zubereitete Muskelgewebe 
vorlag. Ebenso verlief die Reaktion mit trockenem, nicht extrahiertem 
Muskelpulver. Dagegen fand eine ganz intensive Entfirbung statt, wenn 
das partiell oder total extrahierte Muskelpulver als Substrat diente. 
Analoges Verhalten konnten wir auch mit den Solen ,,JJI DR“ fest- 
stellen, welche aber nur in Anwesenheit des mit dem Aceton erschépfend 
extrahierten Pulvers Entfarbungsreaktionen hervorriefen. Mit trockenem, 
nicht extrahiertem Substrat sind diese Sole wirkungslos. Die Sole ,,[I R“, 
welche bei der zweiten heiBen Acetonextraktion der Muskelgewebe 
gewonnen wurden, reagierten gar nicht ; ihre Wirkung kann dem Kontroll- 
versuch mit reinem Wasser gleichgestellt werden. Es laBt sich also 
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nicht Tabelle V. 
freite 
Entfirbungszeit i in ‘Minuten 
orlag, Zusammensetzung des Gemisches a 
nates 30 60 #0 120 
6cecem Sol TR +0,5g Muskelgewebe nach 
r be- Thunberg + Puffer (pq = 7,2) - ++ 4+4+4 44+ 
nkeit ee = + 0.5 g ,Muskelpulver A 
: mit Methylenblau + Puffer 
ktion (pg = 72) ..6.-. - ++ +4 +44 
alten 6 5 - + 0,5 g des gleichen alee I 
dap pulvers mit Methylenblau + 
sahel- Puffer (pg = 7,7) . + P+ +++ +++ 
a és +0,5¢ ,) Meskslenlver E 19 
ent- mit Methylenblau + Puffer 
(pa 7 2) . He 8? Oy ee eee et | +++ 
6 e + 05g, Secheeadews 3 12 
ngen, mit Methylenblau + Puffer 
rine. (gg =7,7) .... ++ Pett) +++) +4+4+ 
erten Cs +0,5¢ Sedieinaiets k 24 
mine mit Methylenblau -+ Puffer 
a (pa = re St si Wie ite ace ol a a god os le 
ktion "ae .  +£05¢ »Muskelpulver B24 
niy mit Methylenblau + Puffer 
(Se TEP cee ere: eee P+ | +t4+t) +4+4+ 
a 6, Sol IIR + 0,5 ¢ Muskelgewebe nach 
Thunberg + Puffer (pa 7,2) _ 
achte ee . + 0,5 g ,Muskelpulver A“ 
Noch mit Methylenblau + Puffer 
Solen pa 7,2) . - : Z a wk igi 
a re al aren ili AS 
strat hc ‘Methylenblan. + Puffer 
letes, (pH CEP —_ +/— + + 
indig Ge : +05¢, Masheleuloes E 12 
Diese mit Methylenblau + Puffer 
(px 7,2) 8 — — —_ 
dung 6 , ‘ +0,5¢ Midian B 124 
adige mit Methylenblau + Puffer 
n als (Pa — 42)... —(+ i ~—i> | ++ ane 
webe 6 , » + 0,5 g Muskalpeives E a4 
mit “yee ig Puffer 
ttem (pa = 7,2) . : ie ue :. a 
wenn G*; é + 0,5¢ ~Muskelpulver E 244 
ente. mit Methylenblau + Puffer 
fest- (px 7,7) Se ae ae Tae ee —/+ + ++ 
fend 6 , Sol LIT DR +0,5 g Muskelgewebe nach 
; Thunberg + Puffer (py 7,2) —_ — + ao 
- on ee : + 0,5 ¢ ,Muskelpulver A“ 
TR", mit Methylenblau + Puffer 
webe (Mig Ue) is: es ee ees — - — 
troll- ee + 0,5 g¢ ,Muskelpulver A“ 
mit Methylenblau + Puffer 
also ertes Ss eee i. _ 
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Tabelle V (Fortsetzung). 





Zusammensetzung des Gemisches —~— 
90 120 


6 cem Sol JJ] DR +0,5¢ ,Muskelpulver EF 12“ 

mit Methylenblau + Puffer 

(pu 7,2) ee ee 
+ 0,5¢,,Muskelpulver K 12° 
mit Methylenblau + Puffer 
(pu: a) : ads 
+ 0,5g ,Muskelpulver ki 24“ 
mit Methylenblau + Puffer 
(py = 7,2) ee 
+ 0,5¢ , Muskelpulver ki 24“ 
+ Putfer (py = 7,7). 


Sol TR +-0,5g Methylenblaulésung 
(1:500)-+- Putter (py == 7,2) 
Sol IT Rk +0,5g Methylenblaulésung 
(1:5000) + Puffer (pq = 7,2) 


Sol 11] DR +0,5g Methylenblaulésung 
(1:5000)+ Puffer (py = 7,2) 


Bemerkungen.  ,,Muskelpulver A**: getrocknetes, nicht extrahiertes 
Muskelgewebe; ,,\luskelpulver H 12**: das gleiche Pulver nach eine: 
einmaligen 12stiindigen Acetonextraktion; ,,Muskelpulver E 24°: dasselbe 
Pulver nach einer 24stiindigen (zweimal je 12 Stunden) Acetonextraktion ; 
Soll R“: zubereitet aus der ersten (12stiindigen) Acetonfraktion; 
Sol Il R**: ebenfalls aus der zweiten (12stiindigen) Acetonfraktion; 
Sol lII DR“: zubereitet aus dem durch Digitoninfallung der ersten und 
zweiten Acetonfraktionen gewonnenen Cholesterin. 


feststellen, daB im Muskelgewebe ein Stoff vorhanden ist, welcher den 
Emtritt der Thunbergschen Reaktion verursacht. Im thermodynamischen 
Sinne handelt es sich dabei um einen Faktor, dessen Rolle offenbar 


in einer Fixation des von der Bernsteinsiure abgegebenen Wasserstoffs 
und der Abgabe desselben zum Akzeptor bzw. Methylenblau besteht. 
Unsere Versuche sprechen dafiir, daB dieser Faktor des Muskelsubstrats 
den Sterinen angehért. Die in heiBem Aceton léslichen Lipoide bzw. 
Phosphatide kénnen mit Sicherheit ausgeschlossen werden. Die aus 
gefiihrten Versuche mit den Solen ,,.IJJ DR“, die aus reinem durch 
Digitoninfallung identifizierten Cholesterin erhalten wurden, _ be- 
wiesen, daf der erwihnte Faktor — das Cholesterin der Muskelgeweb 
darstellt. 

Das negative Resultat bei Verwendung der Sole ,,IT R** 1aBt sich leicht 


erkliren, wenn man bedenkt, daB nach einer zweiten heiBen Acetonextraktion 
der Muskelgewebe das Cholesterin nur spurenweise nachgewiesen werden 
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kann. Die unvollkommene Entfarbungsreaktion, welche eintrat oder fehlte, 
wenn die Sole ,,I R** und ,,[1I DR** mit dem gewébnlichen oder trockenen, 
nichtextrahierten Muskelsubstrat zusammenwirkten, entspricht den Er- 
gebnissen, welche in der ersten Versuchsgruppe mit den Solen des gewéhn- 
lichen Cholesterins beschrieben wurden. Die Wirkung des Cholesterins 
an Stelle der Bernsteinsiure, also als Wasserstoffdonator, hangt offenbar 
von der Konzentration der Sole, von der Reaktion des Milieus und sehlieBlich 
von der Heterogenitéit des Substrates ab. Die unvollstandige Reaktion in 
den soeben erwihnten Fallen kann durch ungeniigenden Cholesteringehalt 
im Sol erklart werden. Noch ungiinstiger liegen die Verhiltnisse bei Ver- 
wendung eines trockenen, nichtextrahierten Muskelpulvers, da hier die 
Heterogenitat des Substrates im Vergleich mit dem gewéhnlichen Muskelbrei 
viel niedriger ist. 

Es bliebe also noch der Mechanismus, welcher dem Cholesterin 
eine so wichtige Rolle im Thunbergschen System verleiht, zu erklaren. 
Vorlaufig kann man mit Sicherheit nur behaupten, daB das Cholesterin 
einen integrierenden Bestandteil der Atmungsfunktion der Muskel- 
gewebe im Thunbergschen Modell darstellt. 


3. Versuchsgruppe. 


Da in unseren Versuchen sich oftmals ein hemmender Einflu8 von 
HCN ergeben hatte, priiften wir den EinfluB von HCN auf die Wirkung 
der Cholesterinsole (Tabelle VI). Wir konnten feststellen, daB die Zugabe 
von KCN-Lésungen keinen ausgesprochen hemmenden Einflu8 auf 
den LEintritt der Entfarbungsreaktion ausiibt. Vielmehr sprechen 
unsere Versuche fiir eine aktivierende Wirkung des CN-Ions besonders 
in den Fallen, wo als Substrat das getrocknete Muskelpulver vorlag. 
Ziemlich unerwartet erschien die Tatsache, daB bei steigender Konzen- 
tration der KCN-Lésungen die Entfairbungsreaktion begiinstigt wurde, 
allerdings wiederum in einer gewissen Abhangigkeit von der Art des 
verwendeten Muskelsubstrats. Nur bei sehr groBen Cyanidkonzen- 
trationen (1 mol. HCN) trat eine ausgesprochene Hemmung der Re- 
aktion und gleichzeitige Koagulation des Cholesterinsols ein. 


Die beschriebene KC N-Wirkung kann mit dem bereits festgestellten 
analogen Effekt bei den katalytischen Versuchen mit Cholesterin- 
solen (Remesow) verglichen werden. Es handelt sich um den koagu- 
lierenden bzw. peptisierenden Einflu8 des CN-Ions auf die Kolloid- 
teilchen des Cholesterins. 


Zusammenfassung. 


1. Cholesterin kann in Hydrosolen geniigender Konzentration 
reduzierende Eigenschaften aufweisen und im Atmungsversuch von 
Thunberg die Bernsteinsaure ersetzen. Es kann also als ein Wasserstoff- 
donator in diesem Redoxsystem fungieren. 
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2. Es wurde festgestellt, daB der Faktor, welcher im Muskel- 
substrat des Thunbergschen Systems vorhanden ist und das Zustande- 
kommen der Redoxreaktion verursacht, nichts anderes ist, als das dort 
enthaltene Cholesterin. Nach einer vollsténdigen Entfernung des 
Cholesterins aus dem Muskelgewebe hért die katalytische Wirkung 
desselben auf; sie wird durch Sole des entfernten Muskelcholesterins 
wieder hergestellt. 

3. Der von uns untersuchte EinfluB der KCN-Lésungen auf den 
Verlauf dieser Reaktionen kann auf die Anderungen des Dispersitats- 
grades und der aktuellen Reaktion des Mediums zuriickgefihrt 
werden. Die ausgefiihrten Versuche kénnen auch gleichzeitig zur 
Klarung des Wirkungsmechanismus des Thunbergschen Atmungs- 
modells dienen. 








Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber den kolloidalen 
Zustand von Cholesterin, Cholesterinester und Lecithin. 
XIII. Mitteilung: 

Uber das Quasi-Redoxpotential der Cholesterinsole. 

Von 

Igor Remesow und Jan Sosi. 
(Aus der Abteilung fiir Kolloidchemie des Staatl. Chemisch-Pharmazeuti- 
schen Forschungsinstituts in Moskau.) 
(Eingegangen am 18. Juli 1936.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Die vorliegende Mitteilung versucht die Frage zu lésen, ob die 
Redoxeigenschaften des Cholesterins thermodynamisch bewiesen werden 
konnen. 

Vom Standpunkt der Theorie von Remesow! iiber Tautomerie des 
Cholesterinmolekiils lieBe sich ein Redoxsystem in Erwagung ziehen. 
Allerdings ware in diesem Falle die praktische Messung eines Redox- 
potentials in Frage gestellt, da das ganze System als nicht umkehrbar 
betrachtet werden kann. Andererseits laBt sich in unserem Falle auch 
die Existenz eines Quasi-Redoxpotentials im Sinne von Wurmser® und 
seiner Schule annehmen. Bei dieser Betrachtungsweise wiirde das 
Cholesterin zwei in sich wirkende Redoxsysteme besitzen, von denen 
das eine schnell, das andere langsam reduzierend wirkt, so dab, wenn 
das erste oxydiert wird, das zweite zur Reduktion zuriickfiihrt. Diese 
Interpretation entspricht auch vollkommen der ersteren Annahme, wenn 
man beriicksichtigt, daB tautomere Gleichgewichte sich ziemlich langsam 
einstellen. In jedem Falle schien es uns wichtig zu priifen, ob das Chole- 
sterin meBbare Potentiale ergibt und ob dieselben umkehrbarer oder 
irreversibler Natur sind. Dabei muB man auch beriicksichtigen, daB 
ein reversibles Potential nur scheinbar in diesem Sinne sich erweist, 
was durch ein besonderes System der Redoxgleichgewichte verursacht 
wird. Fir die Entscheidung dieser Frage, welche von prinzipieller 
Bedeutung fiir das Cholesterin ist, waren wir gezwungen mit wasserigen 
Lésungen zu arbeiten. Nachdem das Cholesterin in Wasser nur kolloidal 
léslich ist und die bekannten Hydrosole bildet, fiihrten wir also die 
Messungen des Redoxpotentials in einem heterogenen System durch, 
auf das die fiir echte Liésungen geltenden Gesetze der Bildung des 


1 Remesow, diese Zeitschr. 218, 86-—173, 1930; 246, 431, 1931; 248, 256, 
1932; 266, 330, 1933. — * Wurmeer u.a., J. Chim. Phys. 26, 229, 1929; 25, 
641, 1928; 26, 424, 447, 1929; 28, 260, 1931; 30, 249, 1933. 
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Elektrodenpotentials nicht ohne weiteres tibertragen werden kénnen. 
Der Versuch zeigte allerdings, daB fiir die Cholesterinhydrosole die 
Durchfiihrung solcher Messungen méglich ist unter der Bedingung, daB 
maximal gereinigte und hochdisperse Sole zur Anwendung kommen. 
Ein prinzipieller Unterschied zwischen solchen wasserigen Cholesterin- 
lésungen und den molekuiar-dispersen Lésungen anderer organischer 
Verbindungen (z. B. Glucose, Cystein) besteht eigentlich nur in dem 
Dispersititsgrade des gelisten Stoffes, was jedoch nur in quantitativer 
Hinsicht von Bedeutung ist. In bezug auf die Leitfahigkeitsverhiltnisse 
kann von einem Unterschied beider Lésungsarten kaum die Rede sein. 

Fiir die Entscheidung der Frage, ob in den untersuchten Fallen 
ein wahres, auf den Metalloberflachen sich einstellendes Redoxgleich- 
gewicht vorhanden ist. dienten uns als Kriterium folgende Messungen: 

1. Die Bestimmung des Potentials, welches in der ersten Meb- 
periode von 30 Minuten bis 12 Stunden bei strengem AusschluB des 
Luftsauerstoffs (N,-Atmosphare) in stark gepufferten kolloidalen 
Lésungen des Cholesterins sich einstellt. Diese Messungen wurden an 
blanken und platinierten Pt-Elektroden sowie an Gold-Elektroden 
durchgefiihrt. 

2. Die Bestimmung des Potentials unter den gleichen Bedingungen 
bei variiertem pxu-Wert und variierter Temperatur des Mediums. 

3. Die Bestimmung des ,,Normalpotentials’* (£,) durch schnelle 
elektrometrische Titration nach Wurmser-Geloso unter Anwendung 
verschiedener Redoxsysteme: Methylenblau-, Chinon- und n/500 Titan- 
trichloridlésungen. 

Auf Grund der bekannten Theorien der Redoxpotential- und Quasi- 
Redoxpotentialbildung geniigen die angefiihrten Kriterien fiir den 
Nachweis der Existenz der reversiblen Redoxgleichgewichte in den 
Solen von Cholesterin. 


Beschreibung der Versuche. 


Fiir die Messungen wurden hochdisperse Hydrosole des reinsten Chole- 
sterins verwendet, die nach der Methode von Hemesow zubereitet waren; 
die maximale Konzentration des Cholesterins betrug 0,88 bis 0,92 °,; auber- 
dem wurden auch die Sole des kolloidalen Cholesterins der Firma von Heyden 
untersucht. Die Redoxmessungen wurden mit Hilfe einer elektrometrischen 
Einrichtung in der Anordnung von Michaelis ausgefiihrt. Die Gasreinigung 
(H,, N,) geschah nach den iiblichen Methoden; fiir den Stickstoff wurde 
allerdings die Methode von Gelhorj angewandt. Die Abwesenheit des Luft- 
sauerstoffs im Elektrodengefa8 wurde so kontrolliert, da8 die Gasableitungs- 
rohre des ElektrodengefaBes in eine reduzierte Lésung von Indigocarmin 
eingefiihrt wurden. Minimale Spuren von Sauerstoff verursachen dann eine 
Blaufarbung dieser Lésung. Die Potentialwerte wurden immer auf Grund 
der Messungen an zwei gleichen Elektroden ermittelt. Wenn die Messungen 
an den blanken Pt-Elektroden erfolgten, wurden stets die platinierten 
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Elektroden aus der Lésung entfernt. Fiir jeden Versuch nahmen wir die 
gleichen Mengen des Sols im Volumen von 100 ccm, welches eine Puffer- 
lésung von bestimmtem Wert enthielt. Wir verwandten nur Phosphat- und 
Glykokollpuffergemische. Fiir die Ausfiihrung der schnellen elektro- 
metrischen Redoxtitration wurden frisch hergestellte Lésungen von reinstem 
Methylenblau verwendet. Die Methylenblaulésungen wurden in der Ver- 
diinnung 1: 5000 und 1: 10000, die Chinonlésungen immer wiisserig ge- 
sittigt und die eisenfreien Titantrichloridlésungen in der Verdiinnung 
1: 500 verwendet. Wahrend der Messungen war das ElektrodengefaB in 
einem Wasserthermostaten von entsprechender Temperatur eingetaucht. 


Die Kontrollbestimmungen mit den gesittigten Derivaten des Chole- 
sterins wurden dank der auBberordentlichen Liebenswiirdigkeit von Herrn 
Prof. Dr. Alfred Windaus (Géttingen), welcher uns die gereinigten Kopro- 
sterinpraparate zur Verfiigung stellte, sowohl mit diesen als auch mit den 
Priparaten des £-Cholestanols durchgefiihrt. Wir benutzen die Gelegenheit, 
Herrn Prof. Dr. Windaus an dieser Stelle unseren herzlichen Dank aus- 
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verstehen, welches nur auf begrenzte Zeitintervalle sich bezieht, also 
das eingetretene Gleichgewicht zum Ausdruck bringt. Dementsprechend 
ist ein ,,Grenzpotential‘ ein Potential, welches sich konstant auf unend- 
lich lange Zeitintervalle einstellt. Die angefiihrten Kurven in der Abb. 1 
beziehen sich auf die Einstellung des Quasi-Redoxpotentials an den 
platinierten Elektroden. Demgegeniiber wurden die Kurven der Abb. 2 
durch Messungen an blanken Pt- und Au-Elektroden ermittelt. Es 
liBt sich ohne weiteres feststellen, da die Einstellung des Potentials 
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am meisten an den platinierten Elektroden ausgepragt ist. Die EKin- 
stellungszeit fiir das Potential betragt etwa 2 Stunden, wobei am Anfang 
der Messung das Potential positiv ist, um auf die negative Seite iiber- 
zugehen. Nachdem es seinen konstanten Wert erreicht hat, verlauft 
die Kurve asymptotisch, dem eingestellten Redoxgleichgewicht ent- 
sprechend. Die E,-Werte fiir die Sole des Cholesterins nach Remesow 
liegen hodher als diejenigen fiir die Cholesterinsole der Firma von 
Heyden. So betragen die £,-Werte fiir die Cholesterinsole nach 
Remesow 0,338 Volt und fiir die Sole nach von Heyden 0,281 Volt. Die 
Potentialmessungen an den blanken Pt-Elektroden zeigen qualitativ 
dasselbe Bild (Abb: 2). Es laBt sich ein unregelmaBiger Gang der 
Potentialeinstellung und quantitativ niedrigere Werte feststellen. Im 
iibrigen wird die Ein- 
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duzierbar ist, ermitteln. 

Dieses Potential wird an den platinierten Elektroden innerhalb 2 Stunden 
eingestellt, an den blanken dagegen zeigt es einen ziemlich unregel- 
maBigen Verlauf. 


Diese Ergebnisse diirften mit Bestimmtheit dafiir sprechen, daB das 
gefundene Potential ein ,, Quasi-Redoxgleichgewichtspotential™ ist. 
Fiir den weiteren Beweis dieser Behauptung wurden die Messungen 
des Potentials in Abhangigkeit vom px des Milieus (Abb. 1) und bei 
verschiedenen Temperaturen (Abb. 3) vorgenommen. Die Quasi-Redox- 
potentialwerte bei konstanter Temperatur sind bei verschiedenem px 
gut reproduzierbar. Verdiinnung der Sole fiihrte in unseren Versuchen 
zu einer Verschiebung des Potentials nach der positiven Seite. Ein 
ihnliches Bild ergaben auch die Messungen an blanken Elektroden. 
Der Einflu8 der Temperaturerhéhung auf die Einstellung der Potential- 
werte laBt sich an den platinierten Elektroden am besten feststellen. 
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Die entsprechende Kurve in der Abb. 3 erlaubt nur, die Werte des 
,, Quasi-Redoxpotentials‘‘zu ermitteln, nicht aber des ,,Grenzpotentials**. 
Es ergab sich ein anderes Bild, als fiir diese Messungen die Gold-Elektroden 
verwendet wurden. In diesem Falle — bei Temperaturerhéhung — 
neigte das ,, Quasi-Redoxpotential‘ immer zu positiveren Werten. So 
kann man etwa bei 70° ein zweites neues Quasigleichgewicht feststellen, 


welches um etwa 40 mV posi- 
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Diese Ergebnisse beweisen, daB die Potentiale, welche an den 
Cholesterinsolen gemessen wurden und die einen charakteristischen, dem 
,, Quasi-Redoxgleichgewichtspotential‘‘ entsprechenden Verlauf nehmen, 
nicht durch die Heterogenitaét der Sole des Cholesterins bedingt werden. 
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Daraus ergibt sich also gleichzeitig der Beweis einer Méglichkeit, die 
Redoxpotentialmessungen in dem wiasserigen kolloidalen System 
(Hydrosole) durchzufiithren. Zur Ermittlung des sogenannten ,,Normal- 
wurden die Sole des Cholesterins einer elektrometrischen 


potentials 
, Schnelltitration’’ nach Wurmser-Geloso unterworfen. Als Titrierfliissig- 
keit dienten uns eine Methylenblau-, Chinon- und Titantrichlorid- 
lésung. Bei konstanten px-Zahlen und Temperaturen fiihrten wir die 
E,,-Messungen an den blanken Platin-Elektroden aus, wobei ein Ti- 
trationsintervall 2 bis 5 Minuten betrug. Wir erhielten die typischen 
S-formigen Titrationskurven. In Abb. 5 sind die Titrationskurven 
bei Versuchen mit Methylenblau- 
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eine gerade Linie, so da} es még- 
lich ist, denjenigen Punkt, an 
dem die Kurve diese verlaBt, als Endpunkt der Titration zu betrachten. 
Das auf diese Weise berechnete ,,.Normalpotential, das, wie bekannt, 
einer 50 °,igen Oxydoreduktion entspricht, betragt fiir Cholesterinsole 
etwa — 80 mV (+ 20mV). Die Kontrollbestimmungen mit den Solen 
von Koprosterin ergaben keine Titrationskurven, weder mit TiCl,, 
K,Fe(CN), noch mit der Methylenblaulésung. Die Chinontitrationen 


der Cholesterinsole sind aus der Kurve in Abb. 7 zu ersehen. 


Abb. 7. 


SchlieBlich sei folgende Beobachtung hervorgehoben: Bei allen 
unseren elektrometrischen Messungen des Redoxpotentials wurde der 
Potentialwert immer durch Anwesenheit der platinierten Elektioden 
in der Lésung beeinfluBt. Das Potential stellte sich dabei an platinierten 
Elektroden bedeutend schneller ein als unter denselben Versuchs- 
bedingungen ohne platinierte Elektroden. 


Zusammenfassend gelangen wir zu folgenden Ergebnissen: 


Unter strengem AusschluB von Sauerstoff laBt sich ein ,, Quasi- 
Redoxpotential“’ der Cholesterinsole feststellen. Dieses Potential ist 
dadurch gekennzeichnet, daB es an platinierten Pt-Elektroden viel 
ausgepragter erscheint bei gleichzeitiger Abkiizung der Evolutions- 
periode. Eine Erhéhung der px-Zahlen begiinstigt die Potentialein- 
stellung. Dabei spielt die Solkonzentration keine Rolle fiir die Werte 
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des Potentials. Aus diesen Ergebnissen schlieBen wir, daf das kolloidal: 
Cholesterin in den wésserigen Lésungen ein mefBbares Redoxpotential 
zeigt. Es handelt sich offensichtlich um ein besonderes — indirekt 
reversibles — Redoxsystem bzw. Redoxgleichgewicht, welches nur an 
der Metalloberflache der katalytisch wirkenden Elektrodenin Erscheinung 
tritt. In unserem Falle ist es notwendig, zwei zeitlich und inhaltlich 
verschiedene elektrische Potentiale zu unterscheiden. Ein in der ersten 
Periode der Messung sich einstellendes, welches von der Natur der 
Elektroden abhingt und am besten an platinierten Elektroden meBbar 
ist, das andere, viel spiter sich einstellende, nicht von der Art der 
Elektroden abhingige ,,Grenzpotential’*, welches sich besser an blanken 
Pt-Elektroden ermitteln laBt. In Ubereinstimmung mit den Arbeiten 
von Wurmser-Geloso kann man hier annehmen, daB das ,,Grenzpotential* 
durch reversible Redoxsysteme in der Cholesterinlésung verursacht ist, 
obwohl sich tiber den chemischen Mechanismus dieses Systems noch 
nichts niheres sagen laBt. Wir sind geneigt, diesen Mechanismus auf 
die charakteristische spezifische molekulare Struktur (im Sinne der 
Remesowschen Tautomerie) des Cholesterins zuriickzufiihren, denn eine 
prinzipiell reversible Oxydoreduzierbarkeit des Cholesterinmolekiils 
darf heute als bewiesen gelten. Was jedoch das ,,Quasigleichgewichts- 
potential anbetrifft, so bezieht sich dasselbe auf das indirekt reversible 
Redoxsystem der Type 





































RH, = R + H, 


und kann nur unter Teilnahme eines Metallkatalysators (Metallober- 
flache einer platinierten Pt-Elektrode) ermittelt werden. 

jine rein theoretische Uberlegung iiber den méglichen Mechanismus 
der Bildung und Einstellung dieser Potentiale, auf die wir hier nicht naher 
eingehen kénnen, steht in guter Ubereinstimmung mit der Theorie der 
,,Polarisationsaktivierung’’ von Quastel!, sowie mit den Ansichten von 
Wurmser und Miller? iiber die Bildung der ,, Quasi-Redoxpotentiale‘*, so daB 
wir die von uns aus unseren Messungsergebnissen gezogenen Schlu®Bfolgerun- 
gen als nicht nur experimentell, sondern auch theoretisch begriindet be- 
trachten diirfen. 


! Quastel, Biochem. J. 18, 1519, 1924; 20, 166, 1926; 21, 148, 1224, 1927. 
— * Miller, Zeitschr. f. Elektrochem. 34, 256, 704, 1928. 
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Uber Mikrobestimmung der Glucuronsiure. 
Von 
Otto Fiirth und Karl Pesehek. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Wiener Universitat.) 
(Eingegangen am 24. Juli 1936.) 


Mit | Abbildung im Text. 


1. Einleitung. 

Aus laufenden Untersuchungen, welche die Chemie der Knorpel- 
substanz zum Gegenstand haben, ergab sich uns der dringende 
Wunsch, die Glucuronsiure mikroanalytisch bestimmen zu kénnen. 
Der Weg zur quantitativen Bestimmung der Glucuronsiure ist, wie 
bekannt, bereits vor einem Vierteljahrhundert von Tollens und Lefévre! 
gewiesen worden. Das Verfahren beruht darauf, daB die Glucuronsiure, 
ebenso wie andere kohlenhydratartige Substanzen, aus ihren Lésungen 
durch Bleiessig und Ammoniak gefallt wird, und daB man den Nieder- 
schlag der Destillation mit starker Salzsiure unterwirft. Dabei liefert 
ein Molekiil der Glucuronsaure je ein Molekiil Furfurol und Kohlensdure. 
Das erstere kann durch Fallung des Destillats mit Phloroglucin zur 
Wagung gebracht, die Kohlensaure aber in einem Kaliapparat aufgefangen 
und bestimmt werden. Da die Furfurolbildung bei Séurespaltung auch 
anderen Kohlenhydraten, insbesondere den Pentosen, zukommt, die 
gleichzeitige Kohlensiureabspaltung aber fur die Glucuronsaure, deren 
Carboxylgruppe sie entstammt, charakteristisch ist, gestattet die 
Kombination beider Methoden zum mindesten theoretisch die Be- 
stimmung von Glucuronsaure auch in Gegenwart von Kohlenhydraten. 

Leider hangt dieser Methode insofern ein Moment starker Unsicher- 
heit an, als die Menge von Furfurol, die bei Saurespaltung der Glucuron- 
siure tatsachlich resultiert, nicht etwa der theoretisch méglichen Fur- 
furolmenge entspricht, sondern nur einem Bruchteil derselben. Ein 
weiteres Moment der Unsicherheit ergibt sich aus dem Umstand, daB 
die Zusammensetzung des Furfurolphloroglucids, auf dessen Abtrennung 
ja die Glucuronsaurebestimmung basiert, wie spater ausgefiihrt werden 
soll, noch Gegenstand von Kontroversen ist. 

Wir sind bei unseren Untersuchungen von einer kolorimetrischen 
Mikrofurfurolbestimmungsmethode ausgegangen, die von G. F. Young- 
burg? zum Zwecke der Bestimmung von Pentosen ausgearbeitet worden 


1 U. Lefevre u. Tollens, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 4513, 1907; 
B. Tollens, Zeitschr. f. physiol. Chem. 61, 95, 1909. — * G. EB. Youngburg u. 
G. W. Pucher, J.of biol. Chem. 61, 741, 1924; @.E. Youngburg, ebenda 
73, 599, 1927. 
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ist. 0,1 bis 1,0 mg einer Pentose oder eines Pentosanes wurden mit 
3cem einer 85°% igen Phosphorsdure versetzt und mit Wasserdampf 
bei 125 bis 180° destilliert. In dem so erhaltenen furfurolhaltigen LDe- 
stillat wurde das Furfuro!l kolorimetrisch auf Grund der schénen Rot- 
farbungausgewertet, welches dieses mit A nilinacetat! liefert. Als Standard 
diente eine Lésung, die in 1cem 0,01 mg Furfurol enthielt (eine 1 mg-ige 
Lésung). Die Furfurolausbeute betrug fiir d-Xylose 100%, d-Ribose 
78%, l- und d-Arabinose 65°, der Theorie. Verschiedene Hexosen, 
Disaccharide und Polysaccharide lieferten 1 bis 6%, Gummi arabicum 
8!.,%, Hefenucleinsiure 10'/,%, Glucuronsdure etwa 10%, Furfurol. 


0 

W.S. Hofmann* erhielt mit einem ahnlichen Verfahren, wobei jedoch 
die Hydrolyse nicht durch Phosphorséure, sondern durch 10 bis 20 %ige 
Salzsaéure erfolgte, in dem (gegen Phenolphthalein neutralisierten) Destillat 
eine Ausbeute aus Xylose von 86 bis 100°, Arabinose 52 bis 99 %, Adenin- 
nucleotid 86 bis 99%, Guaninnucleotid 69 bis 98°, der Theorie. 


Zum qualitativen Nachweis der Glucuronsaure ist auch die Naphthoresor- 
cinreaktion empfohlen worden. Dieselbe beruht darauf, daB das Naphtho- 
resorcin (1,3 Dioxynaphthalin) beim Kochen mit Salzsiure die Glucuron- 
siure, jedoch auch zahlreiche andere Aldehyd- und Ketonsiuren, in einen 
Farbstoff umwandelt, der mit blauer Farbe in Ather iibergeht und dessen 
Lésung eine dunkle Spektrallinie in der Gegend der Natriumlinie aufweist. 
So schreiben z. B. Tollens und Stern vor, daB man 5cem Urin mit 0,5 cem 
einer 1° igen alkoholischen Naphthoresorcinlésung und 5 ecem konz. Salz- 
siure fiir 15 Minuten in ein kochendes Wasserbad einstellt. Nach griind- 
lichem Abkiihlen wird mit 10 cem Ather ausgeschiittelt und die Klarung 
durch Zusatz einiger Tropfen Alkohol beférdert. Die Anwesenheit von 
Glucuronséure verrat sich durch eine blaurote Farbung der Atherschicht. 
Nach Neuberg und Saneyoshi setzt man besser 1 mg festes Naphtho- 
resorein zu, kiihlt nach dem Erhitzen auf 50° ab und schiittelt mit Benzol 
aus. Um Verwechslung mit anderen (etwa die Gruppierung: CO .COOH 
enthaltenden) Sauren zu vermeiden, empfiehlt es sich, die Glucuronsiure 
mit Bleiessig zu fallen. A. W. van der Haar? erhitzt 1 g der zu untersuchenden 
Substanz mit 2°%,iger Schwefelséure im Autoklaven auf 138°, neutralisiert 
mit Barytwasser, filtriert, engt ein, fallt mit Bleizucker und das Filtrat 
mit Bleiessig. Der Niederschlag wird in 10 cem 19 %iger Salzsiiure gelést, 
mit mindestens 100mg Naphthoresorcin versetzt, wahrend 1 Minute in 
gelindem Sieden erhalten, dann bei 50° mit 5 bis 10 cem Benzol ausgeschiittelt ; 


1 Schon im Jahre 1893 versuchte Chalmot, die Furfurolausbeute aus 
Pflanzen auf Grund der Anilinacetatreakticn zu schaitzen. Nach Zincke u. 
Mihlhausen (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 88, 3824, 1906) scheint es sich bei 
der Farbstoffbildung um ein Fury!diphenylmethanderivat zu handeln, wobei 
sich eine Spaltung des Furanringes unter Bildung eines Oxyderivats voll- 
zieht — 0,0001 ° Furfurol und weniger ist so nachweisbar. Die Reaktion, 
die durch Gegenwart von freier Mineralsiure gestért wird, hangt an der 
Aldehydgruppe des Furfurols. Oxymethylfurfurel soll angeblich, seines 
geringen Farbwertes und seiner geringen Fliichtigkeit mit Wasserdamptf 
wegen, die Reaktion nicht stéren. —- * W.S. Hofmann, J. of biol. Chem. 
73, 15, 1927. — *® A. van der Haar, diese Zeitschr. 88, 212, 1918. 

















mit 
mpf 
Le- 
Rot- 
dard 


i 
/ olge 


bose 
sen, 
cum 
urol. 


doch 
Yolge 
tillat 
enin- 


esor- 
itho- 
iwon- 
nen 
assen 
veist. 
-eem 
Salz- 
iind- 
rung 

von 
icht. 
itho- 
onzol 
JOH 
aure 
nden 
isiert 
Itrat 
‘lést, 
e in 
telt; 


. aus 
ke u. 
h bei 
yobei 
voll- 
tion, 
. der 
eines 
amptf 
hem. 





Uber Mikrobestimmung der Glucuronsaéure. 367 


das abgetrennte Benzol wird mit wasserfreiem Natriumsulfat geklart : dunkler 
Streifen in der Gegend der D-Linie, Ogata und Yamanti! versuchten 
eine kolorimetrische Bestimmung mit Naphthoresorcincarbonsaure, wobei 
sie Mentholglucuronsiure als Standard benutzten. H. B. Salt fand kiirzlich 
in bezug auf die Tollens-Naphthoresorcinprobe: ,,Exact proportionality 
was not found, though the colorintensity was roughly proportional to the 
amount of glucuronic acid‘. Unsere eigenen Vorversuche in der gleichen 
Richtung waren so wenig verlockend? und unsere Erfahrungen iiber die 
Launenhaftigkeit der Reaktion bald so zahlreich, da®B es uns sehr wenig 
lohnend schien, unsere quantitativen Pemiihungen in diese Richtung 
zu konzentrieren®. 


2. Mikroglucuronsaiurebestimmung nach Youngburg. 


Wir bedienten uns der einfachen, von Youngburg fiir Pentosen- 
bestimmung angegebenen Apparatur, wobei ein Strom von Wasser- 
dampf in das ZersetzungsgefaB, das die zu analysierende Substanz in 
wenigen ccm Wassers und 3ccm 85%iger Phosphorséure enthielt, 
geleitet wurde und die Temperatur bis 175 bis 190° anstieg. Als Zer- 
setzungsgefaB diente ein weites Reagensglas aus Jenaer Glas von etwa 
3cm Lange. Es hat sich uns als zweckmabig erwiesen, ein Kérnchen 
metallischen Zinns zur Zersetzungsflissigkeit hinzuzufiigen, wobei die 
Dunkelfarbung des kohlenhydrathaltigen Substrats infolge Humin- 
bildung vermindert und die Furfurolausbeute etwas gesteigert wird. 
Auch hat es sich als zweckmaBig erwiesen, einen bedeutend lingeren 
Kihler zu verwenden, als angegeben worden ist. Zur Verbindung der 
Apparatur dienten gute Gummistopfen. Die Verwendung von Korken 
ist durchaus unzulassig, da solche bei der Wasserdampfdestillation 
erhebliche Mengen von Furfurol abgeben. Die Furfurolbildung vollzieht 
sich sehr schnell und es geniigte in der Regel, etwa 20 cem Destillat 
aufzufangen. Wir iiberzeugten uns von der Beendigung der Destillation, 

' Ogata u. Yamanti, J. pharm. Soc. Japan 49, 90; 50, 135; Chem. 
Centralbl. 1929, I, 1567; 1931, I, 1796. — ? B. Tollens, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 41, 1783, 1908; Zeitschr. f. physiol. Chem. 56, 115, 1908; 
Miinch. med. Wochenschr. 1900; 2B. Tollens u. Stern, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 64, 39, 1910; A. Mandel u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 18, 148, 1908; 
C. Neuberg, ebenda 24, 436, 1910; C. Newberg u. Saneyoshi, ebenda 36, 56, 
1911; C. Neuberg u. Schewket, ebenda 44, 502, 1912; A. W. van der Haar, 
ebenda 88, 211, 1918; Ogata u. Yamanti, J. pharm. Soc. Japan 49, 90, 1929; 
50, 135a, 1930; Chem. Centralbl. 1921, I, 1567; 1931, I, 1796; H. B. Salt, 
Biochem. J. 29, 2705, 1936. — ® Anmerkung: Je 5 ccm einer Lésung von 
reinem Glucuronsdurelacton wurden mit 1 cem 1% jiger alkoholischer 
Naphthoresoreinl6sung und 5 cem konz. HCl 1 Minute lang gekocht, 
4 Minuten stehengelassen, abgekiihlt und mit 10 cem Ather ausgeschiittelt. 
— Proben zwischen 0,1 und 1 mg Glucuron ergeben keinerlei quantitative 
Resultate. Die Orcinreaktion nach Bial gab sehr schéne tiefgriine Farbungen. 
Doch erwies sich diese Reaktion von der Dauer des Erhitzens abhingig, 
auch schien sie in einem gewissen Stadium steckenzubleiben. 
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indem wir |] oder 2 ccm in einem Reagensglas auffingen und die Anilin- 
acetatreaktion mit dieser Probe anstellten. Die empfohlene Priifung 
mit Anilinacetatpapier erwies sich als unzulanglich. 


Wir haben es nicht versiumt, uns die GewiBheit zu verschaffen, daB 
bei diesem Destillationsvorgang ein Verlust an Furfurol, etwa durch eine 
oxydative Umwandlung desselben, nicht zu befiirchten ist, indem wir be- 
kannte Mengen von Furfurol (reinst, Merck) unter den gewohnten Modali- 
taiten der Wasserdampfdestillation unterwarfen. Wir fanden so: statt 
0,23 mg: 0,29 und 0,26 mg; statt 2,32 mg: 2,76 und 2,75 mg; statt 2,29 mg: 
2,29, 2,17 und 2,20 mg im Destillat kolorimetrisch wieder. 


Drei blinde Destillationsversuche in unserer Apparatur ergaben 
Nullwerte. 


Als Glucuronsdurematerial fiir unsere Bestimmungen dienten uns: 
Ein von Geheimrat Hans Horst Meyer herriihrendes, derbe Kristalle 
bildendes Praparat von Glucuronsdurelacton, weiterhin ein sch6n kristalli- 
siertes Praparat von ELuxanthinsdure, ferner von Prof. E. Fromm her- 
riihrende, gut kristallisierte Originalpraparate von Borneol- und Menthol- 
glucuronsdéure, von glucuronsaurem Kalium sowie ein Semicarbazon der 
Glucuronsaure. 


Wir lassen nunmehr die Beschreibung eines Versuchs folgen: 


In das ZersetzungsgefaB wurden 2 cem einer 0,1785 %igen Lésung des 
Glucuronsaéurelactons (H.H. Meyer) einpipettiert, entsprechend 3,57 mg 
Glucuron. Dazu3cem 85 %ige H, PO,undein Kérnchen Zinn. Die Temperatur 
bei der Destillation stieg bis auf 175°. Oberhalb 120° begann Braunfarbung 
der Zersetzungsfliissigkeit. Das Destillat betrug 20 cem. 1 ccm des Destillats 
wurde auf 5ccm verdiinnt. Dazu '/,cem redestillierten Anilins, 4 ccm 
Eisessig; dann wurde mit Wasser auf 10 cem aufgefiillt. Von einer Standard- 
lésung (in 1 cem 0,01 mg Furfurol enthaltend) wurden 5 ccm (enthaltend 
0,05 mg Furfurol) mit denselben Zugaben versetzt und gleichfalls auf 10 eem 
aufgefiillt. Die Proben wurden fiir '/, Stunde ins Dunkle gestellt und sodann 
kolorimetrisch verglichen. Der Standard erwies sich ein wenig intensiver 
rot gefarbt als der Test. Bei einer Schichtendicke des Standards von 20 mm 
waren fiir die Testfliissigkeit in Mittel 23,6 mm Schichtendicke erforderlich. 
Waren beide Proben gleich stark gefarbt gewesen, so hatte das so viel be- 
deutet, als daf 1cem unseres Destillats 0,05 mg Furfurol enthalten habe. 
Es wurde umgerechnet (x: 0,05 = 20: 23,6 und #« = 0,043). 1. cem unseres 
Destillats enthielt also 0,043 mg Furfurol, das gesamte Destillat also 
0,043 . 20 = 0,86 mg Furfurol. Es haben sonach 3,57 mg Glucuron 0,86 mg 
Furfurol geliefert. Wieviel hatten sie aber theoretisch liefern kénnen, unter 
der Voraussetzung, daB aus | Molekiil Glucuronsiure unter Abspaltung 
1 Molekiils Kohlensaéure je 1 Molekiil Pentose entstehe, und diese unter 
Wasserabspaltung quantitativ in Furfurol iibergehen wiirde? Da das 
Molekulargewicht der Glucuronsaure 194, dasjenige des Glucuronsaurelactons 
176, dasjenige des Furfurols 96 betragt, kénnten 3,57mg Glucuron 
theoretisch (a : 3,57 = 96: 176 und x = 1,95) 1,95 mg Furfurol liefern. Statt 
dieses ,,Sollfurfurols‘‘ sind aber nur 0,86mg Furfurol tatsachlich zutage 
getreten, das ist nur 44,1° des Sollfurfurols. 
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Wir geben unsere weiteren Analysen tabellarisch wieder. 





Theore- , , 
sche Bifeutive | pi. 
Substanz Einwaage | = aubliaate pec 
mg mg mg 

Glucuronsaurelacton ....... 3,57 1,94 0,860 44.1 
a 1,03 0,56 0,237 42.4 

‘ 2,06 1,12 0,515 45,9 

BS 1,03 0,56 0,237 42.4 

vn ware leans 2,06 1,12 0,465 41,5 

ve OG oe. 0,817 0,368 45,0 

= 1,50 0,817 0,332 40,6 

‘ inci ca? rea i 2,25 1,225 0,532 43,4 
Euxanthinsture ......2.2.. 3,30 0,751 0,335 44.8 
‘i 2,18 0,500 0,219 43,8 

. asin Bal Ree She 4,37 0,993 0,438 44,1 
Borneolglucuronsaure (£. Fromm) . 2,76 0,80 0,352 44,0 
- ‘ 1,17 0,259 0,124 48,0 

a sa 2,34 0,518 0,250 48,3 

Mentholglucuronsaures Cadmium 

Coy PUD og nc ew ae 63,2 14,6 6,15 42.1 
Glucuron-Semicarbazon (EF. Fromm) Go | oye 1,32 41,1 
Glucuronsaures Kalium. .... . 8,26 3,41 1,49 43,8 


Mittel: 43,8 


Um also aus der gefundenen Furfurolmenge das Sollfurfurol zu 
errechnen, muB man diese mit 2,28 oder abgerundet mit 2,3 multiplizieren. 
Da aber das Molekulargewicht der Glucuronsdure (194) rund doppelt 
so groB ist wie dasjenige des Furfurols (96), muf man, um zur Glucuron- 
sdure zu gelangen, die gefundene Furfurolmenge mit 4,6 multiplizieren. 


Youngburg erhielt aus Glucuronsaure bei einer annaihernden Bestimmung 
etwa 10% Furfurol, was nur ungefahr 20% des Sollfurfurols, also weniger 
als der Halfte unserer Werte entsprechen wiirde. 


Wie verhalt es sich nun aber mit den zahlreichen, sorgfaltigen Phloro- 
glucidbestimmungen, die von T'ollens und seinen Mitarbeitern ausgefiihrt worden 
sind? Tollens erhielt aus Glucuronsiure durchschnittlich ein Drittel des 
Glucuronsduregewichts an Phloroglucid. Wieviel Furfurol ist nun im Phloro- 
glucid enthalten? Welbel und Zeisel' meinten, daB sich je 3 Molekiile 
Furfurol mit je 2 Molekiilen Phloroglucin kondensieren. Nach den zahlreichen 
Analysen von Mann, Kriiger und Tollens? liefert ein Teil Furfurol 2,06 bis 
2,21, im Mittel 2,16 Teile Phloroglucid. SchlieBlich haben sich Jdger und 
Unger*®, Goodwin und Tollens* und Boddener und Tollens® dahin geeinigt, 


1 B. Welbel u. S. Zeisel, Monatsschr. f. Chem. 16, 310, 1895. 
2 Mann, Kriiger u. Tollens, Zeitschr. f. angew. Chem. 1896, 140, 194. 
3 R. Jager u. E. Unger, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 4443, 1902. 
4 Goodwin u. Tollens ebenda 37, 315, 1904. — 5 Boddeneru. Tollens,J. f. 
Landwirtsch. 58, 232, 1910; Chem. Centralbl. 1911, I, 427. 
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dai die Reaktion von Phloroglucin und Furfurol sich nach der einfachen 
Gleichung C,H,O, + C;H,O, = C,,H,O, + H,O vollzieht. Da die Formel 
C,,H,O, dem Molekulargewicht 204, das Furfurol aber dem Molekular- 
gewicht 94 entspricht, bedeutet dies, daf}S weniger als die Halfte des Phloro- 
glucids (46,1 °,) aus Furfurol besteht. Wenn nun T'ollens aus Glucuronsiure 
‘nur ein Drittel seines Gewichts an Phloroglucid enthalt, von diesem Drittel 
aber nur 46 % aus Furfurol bestehen, bedeutet dies soviel, als da® nur 15,5 % 
der Glucuronsaure als Furfurol zum Vorschein kommen. Da das aus der 
Glucuronséiure theoretisch erhaltliche ,,Sollfurfurol** 49,5 °% ihres Gewichts 
betrigt, so heiBt das soviel, als daf{ die Glucuronsdéure bei der Salzsaure- 
destillation nur 31,3 ihres Sollfurfurols tatsachlich liefert. Es bedeutet 
dies unserem Mittelwert von 43,8, gegeniiber ein erhebliches Minus. 
Dasselbe diirfte so zu erklaren sein, daB die Phosphorsdurehydrolyse nach 
Youngburg bei erheblich héherer Temperatur vor sich geht als die Salzsdure- 
destillation nach Tollens. Auch diirfte der von uns geiibte Zusatz von 
metallischem Zinn die Furfurolausbeute (s. oben) etwas erhéhen. Von 
einem glatten Ubergang der nach Kohlensaéureabspaltung gebildeten Pentose 
in Furfurol kann aber weder in dem einen noch in dem anderen Falle die 
Rede sein. Der Vorgang mu8 vielmehr erheblich komplizierter Natur sein, 
wenngleich er, wie die relative Konstanz der Furfurolausbeute lehrt, 
anscheinend ziemlich konstant abzulaufen pflegt. 

Die Idee, man kénnte vielleicht die Ausbeuten an Furfurol dadurch 
steigern, daB man durch Arbeiten im zugeschmolzenen Rohr die Temperatur 
konstant auf einem héheren Niveau erhalt, erwies sich als praktisch un- 
durehfiihrbar: 2eccm einer 15mg _ Glucuronséurelacton enthaltenden 
Losung wurden mit 3eccm konzentrierter Phosphorsiure in einem Mikro- 
bombenrohr eingeschmolzen und 1'/, Stunden lang auf 160 bis 170° in einem 
kleinen Bombenofen erhitzt. Nach dem Erkalten wurde das Rohr auf- 
geschnitten und sein Inhalt entleert und auf 25 cem aufgefiillt. Es enthielt 
keine Spur von Furfurol. Dasselbe war infolge Verharzung voOllig zerstért 
worden. 

Versuche mit anderen Kohlenh ydraten. 


a) Xylose. Wir vermochten die Angabe Youngburgs vollkommen 
zu bestatigen, derzufolge seine Methode bei richtiger Ausfiihrung an- 
nihernd 100% des Sollfurfurols liefert. 

b) Arabinose. Dies ist bei anderen Pentosen keineswegs der Fall: 
lcem einer Lésung, enthaltend 1,65 mg Arabinose, unter den obigen 
Bedingungen mit 3ccm konz. H,PO, destilliert, lieferte in einem 
Destillat von 50 ccm bei 180 bis 195° Furfurol entsprechend 58,2 bis 
62.5% des Sollfurfurols. Youngburg hatte 64,8°, gefunden?. 

c) Glucose. Auch diese lieferte bei der Mikrobestimmung mit 
Phosphorsaure erhebliche Mengen Furfurol. Wir fanden bei drei Be- 
stimmungen 10,9, 16,7 und 19,1 % des Sollfurfurols. Es ergab sich daraus 
die Erkenntnis, daB diese Art von Glucuronsaéurebestimmung bei Gegen- 
wart von Zucker unrichtige, und zwar viel zu hohe Werte liefern miiBte. 


! Ausfiihrliche Tabellen zur Berechnung von Pentosen aus der Ausbeute 
an Furfurol-Phloroglucid bei E. Aréber, Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 574, 1, 
1902. 
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d) Glucosamin. Wir hatten erwartet, daB zum mindesten das 
Glucosamin bei der Phosphorsauredestillation keine furfurolartige 
Substanz liefern wiirde, da das Glucosamin bekanntlich weder bei der 
Naphtholreaktion nach Molisch, noch bei vielen der Kohlenhydrat- 
reaktionen nach Dische Farbstoffe liefert. Wir fanden aber diese Er- 
wartung nicht bestatigt. 2,7 mg Glucosamin-Chlorhydrat, wie oben 
mit Phosphorsaure destilliert, lieferten vielmehr bei zwei Versuchen 13 
bzw. 9!/, % des theoretisch méglichen Sollfurfurols. Ls erwies sich daher 
das Youngburg- Verfahren auch beiGegenwart vonGlucosamin oder Glucos- 
amin liefernden Substanzen, wie es z. B. die Chondroitinschwefelsdure ist, 
als unverwendbar. 

Versuche mit Zusatz zu Harn. 

Unter der Annahme, dai} die im normalen Menschenharn enthaltenen 
Glucuronséiuremengen nur unbedeutend seien und da derselbe sicherlich 
auch nur sehr geringe Kohlenhydratmengen enthalte, wurden bekannte 
Mengen von Glucuronsiure sowie von Glucuronséiureverbindungen zu 
normalem Harn (25cem) zugesetzt und nach Youngburg direkt zu bestimmen 
versucht. 


Wir erhielten dabei folgende Resultate: 





Zusatz der Glucuronséure in Form yon 


el Glucuronsaure- Borneolglucuron- Glucuronsaures 
Euxanthinsaure lacton siiure Kalium 
a b G d 
Gefunden | 0,1082 g 0,1500 g 0,1029 g 0,0512 ¢ 
Zugesetzt || 0,1027 ¢ 0,1477 2 0,1092 ¢g 0,0576 ¢ 
+ 0,0055 ¢ + 0,0023 ¢ — 0,0063 ¢ — 0,0064 ¢ 


Die Ubereinstimmung war also insoweit eine befriedigende, als sie sich inner- 
halb der Grenzen von +- 0,006 g hielt. 

Wir unterwarfen nun zwei native Harnproben derselben Person, deren 
Harn zu den vorstehenden Versuchen gedient hatte, zu je 10cem der 
Phosphorséuredestillation nach Youngburg, und zwar einen Morgen- und 
einen Nachmittagsharn und errechneten in ersterem 0,021 ° ), in letzterem 
0,030 % Glucuronsiure, im Mittel also 0,025° Glucuronsiéure in genauer 
Ubereinstimmung mit Tollens!, der fiir den Glucuronséiuregehalt des 
normalen Harns 0,0025 % angibt. Wir miiBten dementsprechend in unseren 
vorerwahnten Zusatzversuchen fiir je 25cem Harn eine Korrektur von 
0,0061 anbringen. 





a b ¢ d 
Gefunden — 0,1982 ¢ 0,1500 g 0,1029 ¢ 0.0512 ¢ 
Statt . . 0,1088 ¢ 0,1538 g 0.1153 ¢ 0.0637 ¢ 
— 0,0006 g — 0,0938 g — 0,0124 ¢ — 0,0125 ¢ 


1 Tollens u. Stern, Zeitschr. f. physiol. Chem. 64, 39, 1910. 
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Es ergab sich also in allen Fallen ein Minuswert von | bis 12 mg als 
Glucuronsiure berechnet. Ob freilich die bei der Destillation normalen 
Harns auftretende furfurolartige Substanz wirklich auf Glucuronsaéure 
zu beziehen sei oder ob sie etwa anderen kohlenhydratartigen Harnbestand- 
teilen entstamme, mute vorderhand dahingestellt bleiben. 


3. Kolorimetrische und jodometrische Furfurolbestimmung, 

Aus den im vorstehenden mitgeteilten Versuchen ergab sich fiir 
uns die Notwendigkeit, uns tiber die effektive Leistungsfahigkeit der 
kolorimetrischen Anilinacetatmethode zur Mikrobestimmung des Fur- 
furols ein objektiveres Urteil zu bilden, als wir dies bisher zu tun im- 
stande gewesen waren. War es uns doch bei unseren bisherigen Analysen, 
da uns ja die Menge der in Reaktion gebrachten Glucuronsdure bekannt 

yar, mOéglich gewesen, die Konzentration der Standard-Furfurol-Lésung 
derart zu wahlen, daB Test und Standard nicht allzuweit voneinander 
entfernt waren. Wir merkten bald, daB, wenn diese Bedingung nicht 
eingehalten wurde, Fehlresultate zum Vorschein kamen. Wir konnten 
uns keiner Tauschung dariiber hingeben, daB wir dort, wo uns die Menge 
zur Analyse gelangender Glucuronsdure ganzlich unbekannt war und 
wir daher den Standard nicht passend zu wahlen imstande waren, auf 
irrefiihrende Fehlresultate gefaBt sein muBten. Wir muBten uns also 
bemiihen, irgendwie um diese Klippe herumzukommen, wenn diese 
Methode der physiologischen und pathologischen Chemie wirkliche 
Dienste leisten sollte. Wir haben zunachst mit reinster, redestillierter 
Furfurollésung eine Reihe von Serienversuchen angestellt und haben 
dabei zwei Standardlésungen benutzt, von denen die eine in 5ccem 
0,057 mg, die andere aber 0,137 mg enthielt. Die Testlésungen variierten 
in ihrem Furfurolgehalt zwischen 0,023 und 0,228 mg in 5cem. Die 
Versuche wurden alle ganz gleichmaBig derart angestellt, daB 5 ccm 
Test- oder Standardlésung mit 0,5ccem Anilin und 4ccm Eisessig ver- 
setzt, auf 10 ccm aufgefiillt, fiir 1/, Stunde ins Dunkle gestellt und sodann 
mit dem Bioklettkolorimeter verglichen wurden. Wir geben die Resultate 
tabellarisch wieder: Die Zahlen bedeuten Milligramme Furfurol, die 
in 5eem der kolorimetrierten Lésung gefunden worden sind. 

Ein Blick auf die Tabelle (s. 8. 373) belehrt uns dariiber, daB 
nur insoweit brauchbare Resultate erzielt worden sind, als der Abstand 
zwischen Test- und Standard kein allzu groBer gewesen ist. 

Man beachte wohl, da8 die Furfurolstandardlésungen wenig haltbar 
sind und bei langerer Aufbewahrung zuweilen eine namhafte Abnahme 
ihres Titers erkennen lassen. 

Es ergab sich fiir uns also die Notwendigkeit, nach einer anderen 
Furfurolbestimmungsmethode Umschau zu halten, die auch dort an- 
nahernd richtige Werte zu geben vermochte, wo uns der Glucuron- 
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Serie] Serie II Serie II] Serie IV Serie V Serie VI Serie VII 
“ai pace. eee Mittel * . z Mitiel 
gegen Standard 0,057 poy See 

Statt 

0,023 0,080 0,086 0,040 (0,035) 

0,034 0,047 0,050 0,044 (0,047) 

0,046 0,052 0,057 0,051 0,052 0,052 0,051 0.063 0,074 (0,068) 
0,057. 0,061 0,059 0,070 0,063 

0,068 0,075 0,073 ~~ 0,080 0,076 

0,091 0,191 | 0,098 0,084 0,085 0,089 0,091 0,112 0,104 0,108 
0,114, 0,106 | 0,101 0,104 0,104 

0,137 0,106 0,111 (0,108) 0,143 0,142 0,142 
0,182 0,139 0,145 (0,142) 0,188 0,196 0,192 
0,228 0,205 0,198 (0,202) 0,211 0,239 0,220 


siuregehalt der Probe auch in bezug auf seine GréBenordnung vollig 
unbekannt war. Eine der zahlreichen Farbreaktionen des Furfurols, 
deren es ja auBer der Anilinacetatreaktionen noch viele andere gibt, 
zu einer kolorimetrischen auszuarbeiten, erschien uns wenig verlockend. 
Es lag naher, es mit einer jodometrischen Bestimmung zu versuchen. 
Hatte doch schon vor 30 Jahren A. Jolles! eine jodometrische Furfurol- 
bestimmungsmethode ausgearbeitet und der Auswertung von Pentosen 
dienstbar gemacht. 


Jolles fand, daB Furfurol nach dem Prinzip der Ripperschen Aldehyd- 
bestimmung quantitativ mit Natriumbisulfit zu reagieren vermag, indem 
je 1 Molekiil Furfurol je 1 Molekiil Bisulfit bindet?. Je 1 Molekiil Bisulfit 
entspricht titrimetrisch je 2 Atomen Jod. Jolles erhielt mit Einwaagen 
von 35 bis 73mg Furfurol sehr gute titrimetrische Ausbeuten von 
99,4 bis 100,5%. Er fand so im normalen Harn 0,01 bis 0,03 % ,,Pentose*. 
Die Gegenwart von Aceton, Acetessigsiure und fliichtigen Aldehyden 
wirkt insofern nicht stérend, als derartige Substanzen durch Kochen mit 
verdiinnter Essigséure unschwer beseitigt werden kénnen. 

Wir versetzten 22,72 mg reinsten frisch destillierten Furfurols mit 
einer Bisulfitlbsung, deren Gehalt 14,24 cem n/10 Jod entsprach. Nach 
1), Stunde wurde mit n/10 Jod zuriicktitriert. Drei Parallelbestimmungen 
ergaben 9,59, 9,56, 9,64, im Mittel 9,59 cem n/10 Jod. Der Jodverbrauch 
entsprach sonach 14,24 — 9,59 = 4,65cem n/10 Jod. leem n/10 Jod 
entspricht 4,8 mg Furfurol. 4,65 .4,8 = 22,32 mg Furfurol statt 22,72 mg, 
das ist 98,1 %. 

Bei der jodometrischen Mikrotitration des Furfurols erscheint es von 
ausschlaggebender Bedeutung, daB ein groper UberschuB von Bisulfit in 
Aktion tritt. Dagegen machte es keinen wesentlichen Unterschied aus, 


1 4, Jolles, Zeitschr. f. anal. Chem. 45, 196, 1906; 46, 766, 1907. 
— *® Hochmolekulare Aldehyde reagieren meist nur langsam mit Bisulfit 
und erfordern einen groBen BisulfitiiberschuB (Berg, Inaug.-Dissert. Heidel- 
berg 1905; H. Meyer, Analyse u. Konstitutionsermitt]. org. Subst., 4. Aufl., 
1922, S. 827). Die Verbindung des Furfurols mit schwefeligsaurem Natron 
ist von Schwanert (Liebigs Ann. 116, 261, 1860) dargestellt worden. 


25* 
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ob man die sulfithaltige Lésung in die Jodlésung einflieBen lieB oder um- 
gekehrt},. 


Titrimetrische Serienbestimmungen mit Furfurol ergaben: 











Kin- Ge- 0/9 der Titration Rin- Ge- 9/9 der Titration 
waage  funden Einwaage mit waage  funden Einwaage mit 
22,718 | 21,712 | 95,5 n/10 Jod | 0,909 0,550 60,4 n/20 Jod 
20,446 19,584 95,7 " 0,682 0,460 67,6 " 
18,174 16,656 91,6 e 0,454 0,220 48,8 s 
15,993 | 14,928 93,8 ‘i 0,227 0,120 52,1 
13,631 | 12,720 93,3 { Mittel ” 
11,359 11,088 97,6 (94,8 % ‘ 2272 | 1,71 | 75,£ n/100 Jod 
9,087 | 8,496 93,4 ° 2,045 1,51 73,6 . 
6,815 6,480 95,0 " 1,817 1,388 75,8 
4,544) 4,176 91,9 : 1,590 1,20 75,4 - 
2,272 | 2,256 | 99,2 ¥ 1,363 1,07 78,6 Mittel 

2,045 1,800 88,2 n/20Jod | 1,136 0,86 75,4( 75% ce 
1,817) 1,630) 89,1 F 0,909 0,63 = 70,0 ‘ 
1,590, 1,460 91,1 - 0,682 0,51 75,0 , 
1,363 1,060 77,9 s 0,454 0,33 73,8 a 
1,136 0,790 69,3 . 0,227 | 0,17 | 76,2 ” 





Wie erwahnt, erhielt Jol/es bei Mengen von 35 bis 73 mg sehr genaue 
Werte von 99,4 bis 100,5°. Wir erhielten mit geringeren Mengen, von 
22 bis gegen 2 mg absteigende, zwar nicht so genaue, aber immerhin 
brauchbare Orientierungswerte mit einer mittleren Abweichung von 
etwa 5°,. Unter 2 mg wurden aber die Werte viel zu klein und konnten 
die Fehler auch nicht ausgeglichen werden, wenn statt einer n/10 oder 
n/20 Jodlésung eine n/100 Jodlésung zur Titration diente. Es wurden 
nur etwa drei Viertel der richtigen Werte gefunden. Immerhin kénnen 
auch diese zu niederen Werten von Nutzen sein, um iiber die Gréfen- 
ordnung der vorhandenen Furfurolwerte ausreichend zu orientieren. 
Man wird also bei der Mikroglucuronsdéurebestimmung in Substanzen 
unbekannter Natur zweckmaBig so vorgehen, da man das bei der 
Phosphorsaurendestillation erhaltene Destillat in eine gréBere und eine 
kleinere Portion teilt. Die gréBere Portion dient zu einer jodometrischen 
Furfurolbestimmung. Erweist es sich, daB es sich um eine sehr kleine 
Furfurolmenge (unter 2 mg in der gesamten titrierten Menge) handelt, 
so wird man dies als Schatzung ansehen, etwa einen Zuschlag ent- 


' Nach iibereinstimmenden Angaben der anorganischen Analytiker 
soll man richtige Resultate erhalten, wenn man bei der Titration der schwef- 
ligen Saure diese in die Jodlésung einflieBen laBt, nicht aber umgekehrt. 
Angeblich soll sich neben der Hauptreaktion SO, + 2H,O + J, = 2 HJ 

H,SO, eine Nebenreaktion abspielen, etwa: 
SO, + 4HJ = 2H,O +8 + 2d, (??). 
Classen, Anal. Chem. 2, 239, 1903; Beekurts, MaBanalyse 1918, 305; Treadwell, 
Analyse, 11. Aufl., 597, 1930; Kolthoff, MaBanalyse, 2. Aufl., 422, 1931. 
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sprechend einem Viertel der gefundenen Menge machen und nunmehr 
die kolorimetrische Bestimmung mit Anilinacetat unter Anwendung 
eines sinngemiB gewahiten nur wenig abweichenden Furfurolstandards 
ausfiihren. 

Beispiel. 

Glucuronsdurelacton (Priparat von H. H. Meyer) 8,2 mg, entsprechend 
(Glucuronsaéure Molekulargewicht 194, Lacton Molekulargewicht 176) 
9,04 Glucuronsiure. Mit 3¢cm konz. Phosphorsiure destilliert; Destillat 
50 ccm. 

a) Jodometrie: 40 cem des Destillats versetzt mit 4 ccm einer an- 
nahernd n/10 K HSO,-Lésung, entsprechend 89,3 ccm n/200 Jodlésung. 
Nach halbstiindigem Stehen zuriicktitriert: 82,3cem n/200 Jodlésung. 


Verbrauch: 89,3 — 82,3 = 7,0 cem n/200 Jodlésung. 1 cemn/10 Jodlésung 
entspricht 4,8 mg Furfurol, lecem n/200 Jodlésung demnach 0,24 mg 
Furfurol; 7 cem n/200 entspricht 7,0 .0,24 = 1,68 mg Furfurol in 40 cem 


unseres Destillats und 2,10 mg in der Gesamtmenge von 50 cem unseres 
Destillats. Die Umrechnung aus gefundenem Furfurol in Glucuronsaéure 
erfolgt durch Multiplikation mit (s. oben) dem  Umrechnungsfaktor 
4,6: 2,10.4,6 = 9,66 mg Glucuronsiiure. Es ergaben sich sonach 9,66 mg 
statt 9,04 mg, das ist 106,9%,. 

b) Kolorimetrie: 5 cem des Destillats wurden auf 20 cem (also vierfach) 
verdiinnt und sodann nach Zusatz von Anilinacetat mit emem Standard 
verglichen, der in 5cem 0,050 mg Furfurol enthielt. Es ergaben sich so 
in 5 cem des vierfach verdiinnten Destillats 0,044 mg Furfurol und in 5 cem 
des unverdiinnten Destillats 0,176 mg Furfurol; demnach in der Gesamt- 
menge des unverdiinnten Destillats 1,76 mg Furfurol. 1,76. 4,6 8,10 mg 
Glucuronséure statt 9,04 mg, das ist 89,6 %. 

Ein Parallelversuch gleicher Art ergab 

jodometrisch 92,5 % und kolorimetrisch 105.0%, 

Das Gesamtergebnis war also: 

106,9 
92.5 


89,6 | 


97.3%; Mittel 98,5%. 
105,0f°°" ” © 


jodometrisch 99,7 %; kolorimetrisch 


4. Glucuronsiurebestimmung durch C0,-Abspaltung. 


Nach Lefévre und Tollens! zerfallt beim Erhitzen von Glucuron mit 
starker Saéure dieses angeblich quantitativ nach der Formel C,H,0O, 
= C;H,O, + 2H,O + CO, in Furfurol, Kohlensiiture und Wasser. Da 
das Molekulargewicht des Glucurons 176, dasjenige der Kohlenséiure 44 
ist, sollten dabei genau 25°, CO, zutage treten. Tatséchlich lieferte 
Glucuronsaéurelacton bei 3'/,stiindigem Kochen mit H Cl vom spez. Gew. 1,06 
(etwa 12°%,) 25,0, 24,9, 24,9, 24,89 CO,. Aus Euxanthinsaure C,,H,.0,, 
wurden in zwei Versuchen statt 10,43 % tatsachlich 10,6°%, CO, gefunden. 
Angeblich kann man, wenn man die Kohlensaiure- mit der Phloroglucid- 
methode kombiniert, Glucuronsiure auch neben Pentosen bestimmen. 
Bezieht man auch noch die Bestimmung des Reduktionsvermégens ein, 
so kénnte nach der Meinung der Autoren (wofiir allerdings keinerlei Belege 
erbracht wurden) auch noch etwa ein Riickschlu8 auf die Menge daneben 
vorhandener Hexosen méglich sein. 


1 Lefevre u. Tollens, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 4513, 1907. 
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Nanji, Paton und Ling! sowie Dore? wandten das Decarboxylierungs- 
verfahren auf die Konstitutionsforschung des Pektins an. Die Substanz 
wurde mit Salzsiure gekocht, die Kohlenséiure in n/10 Barytlauge aut- 
gefangen und zuriicktitriert. 


Nach Franken*® erfolgt die Spaltung von Uronsaéuren durch heibe 

12 %ige HCl in erster Linie nach der Gleichung C,H,,0O, = C;H,O, + CO, 

3H,O, wobei sich die Kohlenséiureentwicklung vorwiegend in den 
ersten Stunden der Séurewirkung abspielt. Daneben aber verlauft angeblich 
eine Nebenreaktion unter Bildung von Ameisensaéure C,H,,0, = H . COOH 

C,;H,O, + H,O. 5g Bariumglucuronat lieferten nach sechsstiindigem 
Erhitzen mit 2 %iger Schwefelsiure nur 94 mg CO,, was nur 11 % der theo- 
retischen Menge entspricht und offenbar auf die viel zu geringe Konzentration 
der spaltenden Mineralsaure zuriickzufiihren ist. Die Behauptung Frankens, 
die Glucuronsiure zerfalle beim Kochen mit Schwefelsiéure in C O, und Xylose, 
griindet sich lediglich auf das Auftreten ,,bootférmiger Kristalle beim 
Erhitzen mit Cadmiumcarbonat und Brom. 

Sauer *, im Laboratorium der Steppschen Klinik, hat die Kohlensaure- 
abspaltung mit Glucuronsaure bei Destillation mit Salzsiure zur Glucuron- 
saurebestimmung im Harn benutzt. Er fand so, daB der normale Mensch 
taglich 0,22 bis 0,28 g Glucuronsaure ausscheidet (was auf eine Tagesmenge 
von 1500 cem umgerechnet) einem Gehalt des Harns von 0,015 bis 0,020 °, 
entsprechen wiirde. (Wir haben, wie schon erwahnt, in Stichproben normalen 
Harnes, in Ubereinstimmung mit Tollens, einen Mittelwert von 0,025 % mit 
Hilfe der Anilinacetatkolorimetrie erhalten). 

Dickson, Otterson und Link® erhitzten 0,2 bis 0,5 g Uronséiure 4 bis 
5 Stunden lang unter RiickfluBkiihlung mit 12°%iger Salzséure bei einer 
Badtemperatur von 135 bis 140°; die entwickelte Kohlenséiure wurde durch 
eine Vorlage mit AgNO, (10°) von Salzsdureresten befreit und in einen 
Absorptionsturm tiber trockene Glasperlen geleitet, auf die n/5 Barytlésung 
tropfte. Nach Beendigung der Prozedur wurde mit CO,-freiem Wasser in 
einen Kolben iibergespiilt und mit n/10 HCl zuriicktitriert. 

Die Autoren erhielten so aus Galakturonsaéure statt 22,7, 22,4%, CO,; 
aus Glucuronsaure statt 22,7, 22,5 bis 22,6 % CO,, aus Glucuronséurelacton 
statt 25,0, 24,9% CO,. 


Wir bedienten uns zum Zweck der 4 
Mikrobestimmung der Kohlensdure durch o 
Kohlensaureabspaltung einer aus Abb. 1 
ersichtlichen Apparatur : 







' Nanji, Paton u. Ling, J. of the Soc. Chem. Ind. 44, 253 (Birmingham); 
Chem. Centralbl. 1925, IT, 395. — * Dore, J. Amer. chem. Soc. 48, 232, 
1926; Chem. Centralbl. 1926, I, 2610. — * H. Franken, diese Zeitschr. 
257, 245, 1933; 250, 59, 1932. — 4 J. Sawer, Klin. Wochenschr. 1930, 
2350, 2351. — ° A.D. Dickson, H. Ottersen u. K.P. Link, J. Amer. chem. 
Soc. 52, I, 775, 1930. 
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Ein Luftstrom — es hat sich uns als zweckmabiger erwiesen, uns 
eines Luftstromes statt eines Sauerstoffstromes zu bedienen — wurde 
aus einem Gasometer durch einen Stromungsgeschwindigkeitsmesser geleitet, 
der so eingerichtet war, daB er, ohne den Gasstrom zu unterbrechen, 
ein- und ausgeschaltet werden konnte. Der Luftstrom passierte sodann 
ein R6hrchen mit Natronasbest, um von Kohlensaure befreit zu werden, 
und gelangte sodann in das ZersetzungsgefaB. Dieses bestand aus einem 
kurzen, weiten Reagensglas aus Jenaer Glas; dasselbe trug einen 
Gummistopfen, der auBer den Réhren fiir das ein- und ausstrémende 
Gas mit Bohrungen fiir ein Thermometer und einen kleinen Tropf- 
trichter versehen war. Das Reagensglas wurde durch ein Paraffinbad 
erhitzt. Der aus dem ZersetzungsgefaB austretende Gasstrom passierte 
nacheinander eine eisgekiihlte Glasspirale, eine leere Sicherheitskugel, 
einen kleinen, Wasser enthaltenden T'ropfenzdhler, einen Glashahn, ein 
Chlorcaleium-U-Rohr, ein Anhydronréhrchen (um die letzten Wasser- 
reste zuriickzuhalten). Er gelangte schlieBlich in die beiden ge- 
wogenen Absorptionsgefaifpe, die zur Halfte mit Anhydron und zur 
Halfte mit Natronasbest gefillt waren. Zum SchluB folgte ein in 
gleicher Weise adjustiertes Sicherheitsréhrchen. 

Die Versuche wurden nun sodurchgefihrt, daB die in das Zersetzungs- 
gefaB eingewogene Substanz (5 bis 50 mg) etwa mit 3 cem konz. Phos- 
phorsaure und eventuell einem Stiickchen Zinn langsam erhitzt wurde. 
War alles Wasser abdestilliert, so wurde das Zersetzungsgemisch 
1 Stunde! lang auf 135 bis 150° erhitzt (bei friiheren Versuchen hatten 
wir nur 5 Minuten lang auf 180 bis 200° erhitzt), wobei ein gleichmaBiger 
Luftstrom mit einer Geschwindigkeit von 4 cem pro Minute den Apparat 
passierte. Dann wurde !/, Stunde lang im gleichen Luftstrom erkalten 
gelassen. SchlieBlich wurden die AbsorptionsgefaiBe gewogen und dabei 
die von A. Friedrich? angegebenen Korrekturen beriicksichtigt. 

Wir lassen nun die Resultate unserer Kohlensiureabspaltungs- 
versuche tabellarisch folgen (s. 8. 378): 


Trotzdem die Schwankungsbreite der einzelnen Versuche eine nicht 
unbetrachtliche ist, nahern sich die Mittelwerte der theoretischen 
Ausbeute und erscheint die Methode brauchbar, vorausgesetzt, da man 
sich nicht mit Einzelversuchen begniigt, vielmehr eine gréBere Reihe 
von Parallelversuchen, am besten mit verschiedenen Einwaagen aus- 
fiihrt, da dann Aussicht besteht, da die von unvermeidlichen Unregel- 
maBigkeiten des Reaktionsablaufs herriihrenden Schwankungen sich 

1 Anmerkung: Dort, wo es sich um die Bestimmung der Glucuronsaure 
innerhalb komplizierter Strukturen, insbesondere innerhalb von Gluco- 
proteiden handelt, ist eine langere Erhitzungsdauer erforderlich. Doch sind 
unsere diesbeziiglichen Versuche noch nicht abgeschlossen. — ? A. Friedrich, 
Mikrochemie 19, 35, 1935. 











O. Fiirth u. K. Peschek: 





Ausbeute an CO, 





ni 0 
Material Einwaage dex Pasta. Anmerkung 
mg Ausbeute 
Glucuronsaure-Lacton (Prapa- 
rat von Hans H. Meyer) . 8,2 88,0 
EAS gis a ae as Oe 8,2 88,0 
16,4 | 101,2 Mittel é ee 
16.4 96,8 acon Kurze Erhitzungsdauer. 
ee eee om 
Borneolglucuronsiure (Pra- | 
parat von E. Fromm) . . || 13,8 | 108.5 


Euxanthinsture ..... . || 80,34 | 98,8 
he eae | 85,69 | 104,7 


... | 58,56 | 96,5 
e 0) eae ele eS | 104,6 
> ee ere oS eee 
: te | ae | oe 
* ~ ele 6 lee Bee es 
Borneolglucuronsaures —_ Blei | 
(eigenes Praparat aus dem | 
Harn eines mit Borneol ge- ; 
fiitterten Hundes) . . . . | 23,30 | 89,2 ( Mittel | Langere, etwa 1stiindige 
Dasselbe ........ | 23,30 | 110,3/ 101,5 Erhitzungsdauer. 
: 18,60 | 110.5 


Glucuronsaures Kalium (Pra- 
parat von E. Fromm) . . | 13,84 | 97,7 


Dasselbe ......... || 22,14 | 105,7 
Semicarbazon (Praparat von 
E. Fromm) ...... . |} 28,5 92,8 


Borneolglucuronsaure (Prapa- 
rat von FE. Fromm) . .. 30,53 100,0 
Daseiie cs cs KH Be 107,2 





untereinander ausgleichen diirften. Jedenfalls wird man die kolori- 
mettische und jodometrische Bestimmung des aus der Sdurespaltung der 
Glucuronsdure hervorgegangenen Furfurols in wiinschenswerter Weise 
durch Bestimmung der Kohlensdureabspaltung aus der Glucuronsdure 
ergdinzen kinnen. 

Zusammenfassung. 


1. Das Mikrobestimmungsverfahren fiir Pentosen nach Youngburg 
wurde auf Glucuronsaure iibertragen. Dabei wurde die zu analysierende 
Substanz in einem Strom von Wasserdampf unter Zusatz von einem 
Stiickchen Zinn mit 85 %iger Phosphorsdure auf 175 bis 190° in einem 
Destillationsapparat erhitzt. Das dabei iibergehende Furfurol wurde 
im Destillat mit Anilinacetat durch Vergleich mit einer Furfurol- 
Standardlésung folorimetrisch ermittelt. Zahlreiche Versuche mit 
Glucuronsaurepraparaten (Glucuronsdurelacton, Euxanthinsiure, Bor- 
neol- und Mentholglucuronséiure, Semicarbazon und Kaliumsalz der 
Glucuronsaure) lieferten 40 bis 46, im Mittel 43,8 % des Sollfurfurols. 
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Diese Ausbeute ist giinstiger als diejenige bei der iiblichen Salzsdure- 
destillation nach Tollens, welche im Mittel nur etwa 31% des Soll- 
furfurols liefert. Zusatzversuche zu Harn geben befriedigende Resultate. 
In Ubereinstimmung mit Youngburg lieferte Xylose 100%, Arabinose 
aber nur etwa zwei Drittel des theoretisch méglichen Sollfurfurols. 
Aber auch Glucose und Glucosamin lieferten erhebliche Furfurolmengen, 
derart, daB dieses Verfahren bei Anwesenheit von Kohlenhydraten 
unanwendbar erscheint. 

2. Die kolorimetrische Furfurolbestimmung liefert nur insoweit 
brauchbare Resultate, als der Abstand zwischen Test und Standard 
kein allzu grober ist. Bei einem Material, in dem der Gehalt an Glucuron- 
siure auch seiner GréBenordnung nach ganz unbekannt ist, kann sie 
irrefiihrend sein. Es empfiehlt sich dann, die kolorimetrische Bestimmung 
des durch Destillation mit Phosphorsdure aus Glucuronsaure gewonnenen 
Furfurols durch eine jodometrische Bestimmung des Furfurols durch 
Bisulfitaddition zu erganzen, wie sie seinerzeit von A. Jolles fiir gréBere 
Furfurolmengen mit Erfolg ausgearbeitet worden ist. Diese Bestimmung 
laBt sich, vorausgesetzt daB man fir einen groBen UberschuB von 
Bisulfit sorgt, auch auf kleine Furfurolmengen bis herunter zu 2 mg 
iibertragen. Fiir noch kleinere Werte bis herunter zu 0,2 mg liefert die 
Methode nur etwa drei Viertel der richtigen Werte, kann aber auch 
dann noch immerhin tiber die GréBenordnung orientieren und, mit der 
kolorimetrischen Methode kombiniert, eine Bestimmung der Glucuron- 
siure erméglichen. 

3. Die dritte Mikrobestimmungsart der Glucuronsaure folgt dem 
Prinzip von Lefévre und Tollens, wobei die Glucuronsaéure unter der 
Einwirkung starker Mineralsaiure in Furfurol, Kohlensiure und Wasser 
zerfallt und die Glucuronséure aus der entwickelten Kohlensdure er- 
rechnet wird. Diese Methode hat den Vorzug gréBerer Spezifizitat, 
da sie auch bei Anwesenheit anderer kohlenhydratartiger Substanzen 
anwendbar erscheint. Bei Umstellung der Methode auf Mikromengen 
ergab sich zwar eine nicht unbetrachtliche Schwankungsbreite der 
Einzelbestimmungenan Kohlensaure (meist 85 bis 105 ° der theoretischen 
Ausbeute), wobei sich aber bei Ausfiihrung einer gréBeren Reihe von 
(wenig zeitraubenden) Parallelbestimmungen die (von UnregelmaBig- 
keiten des Reaktionsablaufs herriihrenden) Schwankungen einigermaBen 
ausgleichen und um den richtigen Wert herum bewegen. Man kann 
also die kolorimetrische und jodometrische Glucuronsaéurebestimmung 
aus Furfurol in zweckmaBiger Weise durch Bestimmung der unter 
Phosphorsiéureeinwirkung entwickelten Kohlenséure erganzen. 











Die Phosphatase“ aus Aspergillus oryzae, ein Gemisch 

isodynamer Phosphoesterasen. 
1. Abhandlung zur Kenntnis der pflanzlichen Phosphatasen. 
Von 

Eugen Bamann und Walter Salzer. 

(Aus der Pharmazeutischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 

Universitat Tiibingen.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1956.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Seit einigen Jahren hat eine rege Untersuchung der Enzymgruppe 
der Phosphatasen eingesetzt. Die Fille der Untersuchungen, die diesen 
Bemiihungen um die allgemeine Kennzeichnung dieser Enzyme und 
um die Erkennung ihres Wirkungsmechanismus entsprungen sind, hat 
uns schon bedeutsame Erkenntnisse vermittelt. Es hat sich aber 
natiirlicherweise auch nicht vermeiden lassen, daB widersprechende 
Angaben oder verschiedenartige Deutungen von experimentellen Be- 
funden gewisse Teilfragen in einen unbefriedigenden Zustand gebracht 
haben. Dieser Tatsache gibt kiirzlich auch C. Oppenheimer? in seinem 
Supplement zu ,,Die Fermente und ihre Wirkungen‘’ Ausdruck, indem 
er u.a. ,,die Verhaltnisse merkwiirdig verworren’’ bezeichnet. Diese 
Feststellung gilt nun im besonderen im Falle solcher Untersuchungen, 
fiir die Praparate aus Aspergillus oryzae als Enzymmaterial Anwendung 
gefunden haben. Bei diesem Enzym, das zum Typus der im saueren 
Gebiet wirksamen Phosphatasen zahlte, hat die bisherige Bearbeitung 
ein auBerordentlich uneinheitliches Bild ergeben, ja es findet sich iiber 
dieses Enzym fast keine einzige wichtigere Angabe, der nicht von einem 
anderen Forscher widersprochen wurde. 

Zur Entwirrung der Verhaltnisse im Falle der Takaphosphatase 
und fiir die Zielsetzung kiinftiger Arbeiten tiber dieses Enzym sowie 
iiber ,, Phosphatasen‘ anderer pilzlicher und ganz allgemein pflanzlicher 
Herkunft mag nun unser Befund nicht unwichtig sein, dab Praparate 
aus Aspergillus oryzae keine enzymatisch einheitliche Phosphatase, 
sondern ein Gemisch isodynamer Phosphoesterasen enthalten. Diese 
Enzyme, deren Wirkungen sich im Gebiete schwach sauerer Reaktion 
(pu = 3 bis 6) itiberschneiden, weisen wesentliche Unterschiede in 
ihrem Verhalten auf. Da das Verhaltnis, in dem sich sowohl die /so- 
dynamen wie auch ein System von Hemmkérpern und Antihemmkéorpern 
im Gemisch befinden, von Praparat zu Praiparat und von Darstellung 


1 Verlag W. Junk, Den Haag 1935, S. 112. 
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zu Darstellung nicht gleich sein kann und auBerdem die jeweiligen 
Versuchsbedingungen wie Temperatur, Pufferung, Zusatze und der- 
gleichen sich auf die Kinetik der Enzyme verschieden stark und 
verschiedenartig auswirken kénnen, darf man von den meisten bis- 
herigen Untersuchungen gleichlautende Befunde iiberhaupt _ nicht 
erwarten. 


I. Die hauptsiichlichsten Unstimmigkeiten in der bisherigen Kennzeichnung 
der Taka-,,Phosphatase*. 


Widersprechend sind die Befunde iiber die Aziditdt der optimalen 
Wirksamkeit, iiber die Konstitutionsspezifitat, hauptsachlich erhoben 
am Beispiel der «- bzw. B-Glycerinphosphorsaure und endlich iiber die 
Aktivierbarkeit baw. Hemmbarkeit durch Mg-Ion. Diese Beobachtungen 
betreffen aber Merkmale, die uns heute zur Charakterisierung der 
einzelnen Phosphoesterasen dienen kénnen. 


Die Angaben iiber das py-Wirkungsoptimum schwanken von py= 2,8 
bis 5,6. Japanische Autoren? verzeichnen Werte um py = 3; H. D. Kay 
und E. R, Lee* um py = 4 und A. Contardi und A. Ercoli* um px = 5,5. 
Fiir dieses auffallende Verhalten finden sich in den Arbeiten aus dem Institut 
von S. Akamatsu zweierlei Erklarungen. Erstens soll mit der Reinigung des 
Enzyms eine Verschiebung des Aktivitaétsoptimums von py = 5,5 nach 
pu = etwa 3 verbunden sein. Verantwortlich fiir diese Erscheinung wird 
ein unbekannter ,,X-Stoff‘* gemacht, der im starker saueren Gebiet starker 
hemmen soll als im weniger saueren Gebiet: die jeweilige Konzentration des 
»X-Stoffes‘‘ bestimme also das py-Wirkungsoptimum. Erschépfend 
lieBen sich aber dadurch die Befunde noch nicht erklaren. Deshalb steliten 
die japanischen Autoren zweitens eine Theorie auf dahingehend, da das 
Optimum bei py = 3 nur fiir die £-Glycerinphosphorsaure und dariiber 
hinaus ganz allgemein fiir sekunddre Ester der Phosphorsiure gelte, dal 
dagegen «-Glycerinphosphorsiure und zugleich alle primdren Ester dieser 
Saéure optimal bei po = 5,5 gespalten wiirden®. Eine solch starke Ver- 
schiebung des py-Optimums unter dem Einflu8 zweier Substrate, die sich 
in ihrem Bau so unwesentlich unterscheiden, wie das «- und f-Isomere der 
Glycerinphosphorséure, mutet allerdings von vornherein auf erst unwahr- 
scheinlich an. Denn aus Untersuchungen an Esterasen ® wissen wir, daB solch 
starke Verschiebungen wohl vorkommen kénnen, aber nur im Falle von 
Substraten, deren Estergruppe von benachbarten chemischen Gruppen in 
elektrochemischer Beziehung wesentlich verschieden induziert wird. Als 
dann spiter J. Courtois’? im Falle der x- und $-Glycerinphosphorsaure die 
Frage nach der Aziditat der optimalen Spaltbarkeit wiederum priifte, fand 
er, daB die beiden Isomeren tatsachlich nicht ein und dasselbe Spaltungs- 
optimum zeigen; er stellte aber iiberdies fest, daB bei beiden Substraten die 


* H. Kobayashi, J. of Biochem. 8, 205, 1927; K. Inouye, ebenda 10, 
133, 1928. — 3% J. of biol. Chem. 91, 135, 1931. — 4 Diese Zeitschr. 261, 
269, 1933. — ° K. Asakawa, J. of Biochem. 11, 143, 1930. — ® E. Bamann 
u. E. Rendlen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 238, 133, 1936. —- 7 1V® Congrés 
de Chim. biolog., Paris 1934, pag. 388; Bull. Soc. Chim. Biol. 17, 1318, 1935. 
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jeweilige Lage des px-Optimums von der Konzentration des Substrates 
erheblich beeinfluBt wird. Aus dieser Beobachtung heraus suchte Cowrtois 
eine nahere und an sich theoretisch durchaus begriindbare Erklarung fiir die 
verschiedene py-Abhiangigkeit der beiden Isomeren. ,,Le pH optimum est 
la résultante de Pantagonisme d’une part, de l’affinité de la diastase pour les 
glycerophosphates et d’autre part, de la vitesse propre d’hydrolyse du 
substrat par les groupes actifs de la diastase.“ Da die Affinitéts- und 
Zerfallskonstanten fiir die beiden Isomeren verschieden seien, kiénne in 
einem bestimmten Substratkonzentrationsbereich fiir den Umsatz des 
#-Isomeren die gréBere Zerfallsgeschwindigkeit bei py = 5,2 bestimmend 
sein, fiir den Umsatz des $-Isomeren dagegen die gré6Bere Affinitat bei starker 
sauerer Reaktion. Von anderen Forschern hinwiederum ist diese Ungleichheit 
des Spaltungsoptimums fiir die beiden Isomeren tiberhaupt nicht beobachtet 
worden: Kay und Lee* geben fiir beide Substrate ein Optimum bei py = etwa 4 
an, Contardi und Ercoli* finden das Spaltungsmaximum fiir bede Isomere 
bei pu = etwa 5,5. 

Ebenso schwankend wie die Angaben iiber die Aziditat der optimalen 
Spaltbarkeit sind die Angaben iiber das Verhdlinis der Geschwindigkeit, mit 
der «- und /-Glycerinphosphorsiure gespalten werden («-, /-Spezifitat). Nach 
Kay und Lee* wird das f-Isomere wesentlich rascher hydrolysiert als das 
a-Isomere; die Unterschiede sind am gr6B8ten im Bereich der optimalen 
Spaltung bei po = 4 bis 4,5 gefunden worden. J. Courtois* beobachtet 
ebenfalls den rascheren Umsatz des f-Isomeren im ganzen Wirkungsbereich 
von Pu 3 bis 6. Contardi und Ercoli* dagegen finden rascheren Umsatz 
der x-Glycerinphosphorsiure (pH = 5,5). Und Asakawa’ gibt schlieBlich 
an, daB bei pu = 3 eine raschere Spaltung des /-Isomeren, bei py = 5,5 
dagegen eine gleich rasche Hydrolyse der beiden Substrate vor sich ginge. 
Er bringt das im Zusammenhang mit der erwaihnten Auffassung iiber das 
unterschiedliche Verhalten von priméren und sekundaren Estern. 

SchlieBlich liegt auch iiber den Einfluf des Mg-lons eine Mitteilung*® 
vor, die mit allen anderen Angaben, die bei Phosphoesterasen tiber die 
Mg-Wirkung gemacht wurden, im Widerspruch steht. Bei ein und dem- 
selben Takapriparat soll die Spaltung von £-Glycerinphosphorséiure durch 
Magnesium gehemmt, die von «-Glycerinphosphorséiure dagegen geférdert 
werden. 


If. ‘Erkennung der ,,Takaphosphatase* als Enzymgemisch. Bedeutung der 
natiirlichen Hemmkérper und Antihemmkérper fiir die phosphatatische 
Wirksamkeit. 

1. Analyse der phosphatatischen Wirkung unserer Takaprapcrate in bezug auf 
die Abhdngigkeit der Wirkung von der Wasserstofjicnenkonzentration, 
Fir unsere Untersuchung standen zur Verfiigung je eine Probe 

frisch dargestellter ,,undiluted Taka-Diastase Nr. 67968 and 68709° 

der Chem. Fabrik Parke, Davis & Co. London, sowie je eine Probe 

Luizym® in Pulver- und in fliissiger Form aus der Pharmaz.-chem. 

Fabrik Luitpold-Werk in Miinchen. Wir sprechen den Direktionen 

der beiden chemischen Werke unseren aufrichtigen Dank fiir die freund- 


® Nach C. Oppenheimer, |. c. 1, 8. 150. — * W. Grassmannu.H. Ruben- 
bauer, Miinch. med. Wochenschr. 43, 1817, 1931. 
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liche Uberlassung der genannten Praparate und die damit verbundene 
Férderung unserer Arbeiten aus. 


Alle vier Praparate verhielten sich in bezug auf die Abhangigkeit 
ihrer phosphatatischen Wirkung von der [H]* gleich, wenn die Versuchs- 
ansitze mit Citrat gepuffert waren. Sie zeigten, wie die Tabelle I zu 
erkennen gibt, sowohl gegeniiber «- wie auch £-Glycerinphosphorsaure 
maximale Wirkung bei pu = etwa 4,1. 


Tabelle I. Abhangigkeit der phosphatatischen Wirkung von der 
Wasserstoffionenkonzentration im Falle zweier Takapriparate 
des Handels. 

{Der Versuchsansatz von 10 cem enthilt 0,0228 g Natriumglycerophosphat 
(entsprechend 4 mg P), 0,4 cem m/1 Dinatriumcitratlésung, 1 cem Enzym- 
l6sung (1: 500) und wechselnde Mengen Saure bzw. Lauge zur Einstellung 
des gewiinschten py. Die Zahlen bedeuten mg P,O,; in 1 cem der Analysen- 
probe. ¢ 30°; Versuchszeit 1 bzw. 2 Stunden fiir die Versuche der 
Tabelle La bzw. Ib.] 


La: Takadiastase. 





pa= 3,1 3,6 4,1 4.6 5.1 5.6 5,9 


a-(ilycerinphosphorsiure . . 0,050 0,072 0,077 0,072 0,064 0,056. 0,053 
B-Glycerinphosphorsaure . . | 0,092 0,126 0,146 | 0,142 0,126 0,092 0,070 


Lb: Luizym (Pulver). 





Pu 3,3 3,9 4,1 43 | 44 4,8 5,5 6,2 


«-Glycerinphosphorsiure 0,081 0,090 0,093 0,091 0,091 0,077 0,041 
8-Glycerinphosphorsaure | 0,185 0,164 0,179 0,179 0,173 0,146 0,057 0,045 


Sehr auffallend war dagegen, daB Versuche, bei denen entweder 
Veronalpuffer Anwendung fand oder bei denen unter Verzicht auf 
zusitzliche Pufferung das Substrat allein fiir die Aufrechterhaltung 
der [H]* sorgte, ein wesentlich anderes Bild ergaben: Sobald Citration 
dem Versuchsansatz fehlte, war die Umsatzgeschwindigkeit ganz er- 
heblich herabgesetzt. AuBerdem war aber auch die vorher beobachtete 
Konstanz des px-Optimums verlorengegangen. Wir werden diese 
Erscheinung in Kapitel 3 noch naher zu erértern haben. 


2. Isolierung einer Phosphoesterase vom Wirkungsoptimum py = 6,2 durch 
die Methode der selektiven Inaktimerung. 

Der Nachweis der Anwesenheit mindestens zweier Enzyme in den 
Takapraparaten und die Isolierung des bei py — 6,2 optimal wirkenden 
Isodynamen wurde dadurch méglich, da8 es uns gelang, im natirlichen 
Gemisch der Enzyme eine selektive Zerstérung durchzufiihren. Wenn 
wir eine Takadiastaselésung, die «- und f-Glycerinphosphorsaure bei 
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Anwesenheit von Citration optimal bei px = 4,1 spaltete, etwa!/, Stunde 
lang der Einwirkung von Ammoniak bei px = 8,0 bis 8,2 ausgesetzt 
hatten, zeigte die Lésung nunmehr ein neues Optimum bei pu = 6,2 
und zwar unabhangig von der An- oder Abwesenheit von Citration und 
unverdndert fiir beede Substrate. Die Methode der selektiven Inaktivierung, 
die schon mehrfach zu Trennungen einzelner Phosphoesterasen gedient 
hat’, hat uns also auch hier zur Isolierung eines begleitenden Enzyms 
verholfen. Nach den Aktivitats-py-Kurven, die wir mit unvorbehandelten 
Takalésungen bei Verwendung von Citratpuffer aufstellten (Abb. 1, 
Kurve J), tritt ein Maximum der phosphatatischen Wirkung bei pu = 
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etwa 4 auf; die zweite und in unseren Praparaten nur in geringer!! 
Menge vorkommende Phosphoesterase besitzt hingegen das Wirkungs- 
optimum bei pu = 6,2 (Abb. 1, Kurve IT). 

- Die Versuche sind in analoger Weise wie im Falle der Tabelle I be- 
schrieben durchgefiihrt. Von der mit Ammoniak vorbehandelten Lésung 
wurde die doppelte Anzahl ccm pro Versuchsansatz verwendet. 

Die unterschiedlichen Literaturangaben iiber das px-Wirkungs- 
optimum der Taka-,, Phosphatase“ kénnen also u. a. von dem wechselnden 
Mischungsverhaltnis dieser beiden Enzyme in den einzelnen Handels- 
praparaten herrthren. 


1 Siehe E. Bamann u. W. Salzer, diese Zeitschr. 286, 147, 1936. — 
1 VerhdltnismadBig reich an dem begleitenden (6,2)-Isodynamen ist das 
Takapriparat von Parke, Davis & Co.; arm sind die beiden Luizympraparate, 
besonders das in fliissiger Form. Das hangt wohl mit den Bedingungen bei 
der Ziichtung des Pilzes, vielleicht der [H]+, oder mit den Bedingungen (pu) 
bei Aufarbeitung des Pilzes zum Praparat zusammen. Fiir eine Isolierung 
der (6,2)-Phosphoesterase findet zweckmaBig ein Praparat Anwendung, das 
an diesem Enzym nicht zu arm ist. 
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Mit diesem wechselnden Mischungsverhaltnis stehen auch die 
widersprechenden Angaben tiber das Verhaltnis der Geschwindigkeiten, 
mit denen «- und £-Glycerinphosphorsaure gespaiten werden, in Zu- 
sammenhang. Denn das Verhalten der beiden Enzyme gegeniiber den 
Isomeren ist gegensatzlich: Das in der unvorbehandelten Takalésung 
hauptsachlich in Erscheinung tretende Enzym (Optimum um pu = 4) 
spaltet in erheblichem Ma8e die B-Glycerinphosphorsaure rascher und 
zwar bei jeder Aziditat, die Phosphoesterase-(6,2) dagegen bevorzugt 
die «-Glycerinphosphorsaure, und auch diese Bevorzugung gilt nicht 
etwa nur fir das Wirkungsoptimum des Enzyms, sondern erstreckt sich 
auf die ganze Aktivitats-py-Kurve. Die Aussage iiber das Verhalten 
der unvorbehandelten Takalésung (Bevorzugung des B-Substrats) 
leiten wir aus den in Tabelle I zusammengestellten Ergebnissen her, 
das Verhalten des (6,2)-Enzyms (Bevorzugung des «-Substrats) erhellt 
aus den in Tabele IT zusammengefaBten Befunden. 


Tabelle II. Im Gegensatz zu der unvorbehandelten Takalésung (Wir- 
kungsoptimum py = 4) (Tabelle I) spaltet das (6,2)-Enzym die «-Glycerin- 
phosphorséure rascher. 

(Versuchsansatz wie in Tabelle I, jedoch 2 cem der vorbehandelten Enzym- 
lésung, Versuchszeit 4 Stunden, ¢ = 30°.) 





Pu = 4,1 5,0 5,5 6,2 7,0 
a-Glycerinphosphorsaure .. . 0,043 0,062 0,102 0,130 0,053 
8-Glycerinphosphorsiure . . . 0,040 0,056 0,082 0,106 0,035 


Nach diesen Befunden erscheinen die Angaben der japanischen Autoren 
iiber das verschiedene Verhalten von primaéren und sekundaéren Estern der 
Phosphorsiure in einem neuen Licht. Wenn diese Forscher das Wirkungs- 
optimum der ,,Phosphatase** im Falle sekundarer Ester im stiarker saueren 
Gebiete, im Falle der primaren Ester dagegen im weniger saueren Gebiete 
finden, so kénnte das damit zusammenhangen, daB beim gemeinsamen 
Angriff beider Enzyme auf das Substrat bald das eine, bald das andere 
Enzym gema®} seiner Spezifitat den rascheren Umsatz bewirken kann. 
Interessant bleibt aber auch nach dieser neuen Erklarung der experimentelle 
Befund, da8 in den bisher gepriiften Fallen das ,,saurere** Enzym durchweg 
sekundare Ester vom Typus der £-Glycerinphosphorséure rascher spaltet, 
und daB das (6, 2)-Enzym durchweg primaire Ester vom Typus der «-Gly- 
cerinphosphorsiure bevorzugt. Man wird gelegentlich eine Reihe weiterer 
primarer und sekundiarer Ester in dieser Hinsicht priifen miissen, bevor 
man die endgiiltige und prinzipielle Entscheidung in dieser Frage trifft. 
Die Méglichkeit, die (6, 2)-Phosphoesterase in enzymatisch einheitlichem 
Zustande zu gewinnen, wird nunmehr die eindeutige Entscheidung dieser 
Frage erlauben. 


Es mag in diesem Zusammenhang Erwahnung finden, da nunmehr 
unter Zugrundelegung mindestens zweier phosphatatischer Enzyme in den 
Takapraparaten die Deutung des Befunds, wonach bei der Spaltung 
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der Diphosphoglycerinsdure zwei Optima und ein dazwischen liegendes 
Minimum auftreten!*, keine Schwier gkeiten mehr verursacht. 


3, Das System natirlicher Hemmkérper und Antihemmkérper; seine Aus- 
wirkung auf die phosphatatische Wirkung. 

Wir haben bereits die Beobachtung mitgeteilt (Kapitel II, 1), 
daB bei Verwendung von Citratpuffer Versuchsergebnisse erhalten 
werden, die mit denen in citratfreien Ansaitzen erheblich differieren. 
Im Verfolg dieses Befundes sind wir nun auf sehr merkwiirdige Ver- 
haltnisse eines Systems natiirlicher Hemmkérper und Antihemmkérper 
gestoBben, deren Erklirung nicht ohne Schwierigkeit ist. Fiir den Ein- 
blick in dieses System natiirlicher Begleitstoffe war neben der Erkennung 
der spezifischen Rolle des Citrations das Studium der Verdnderungen 
im System bei der Vornahme von Enzymreinigungsverfahren wertvoll. 


a) Bisherige Befunde. 

Schon in den erwihnten Arbeiten aus dem Institut von S. Akamatsu 
finden sich Angaben iiber einen natiirlichen Hemmkorper der Takaphospha- 
tase. Von diesem ,,X-Stoff*‘ geben die japanischen Forscher an, dai er 
das py-Wirkungsoptimum des Enzyms stark verschieben kénne, in der 
Weise, daB er seine hemmende Wirkung mit der [H]+ andere, namlich bei 
sauerer Reaktionstiarker, bei weniger sauerer Reaktion weniger stark hemme ?. 
Versuche einerseits zur Isolierung der ,,X-Substanz**, andererseits zur Ge- 
winnung hemmstofffreier Enzymlésungen sind durchgefiihrt: K. Inouye 
trennt das hemmende Prinzip von der phosphatatischen Wirkung durch eine 
Bleifallung und isoliert es daraus durch nachfolgende Entbleiung mittels 
Schwefelwasserstoff. Fiir die Gewinnung ,,X-Stoff**-freier Enzymloésungen 
soll sich das Verfahren der Adsorption des Enzyms an Kaolin bei pu = 4 
und Elution mit Hilfe von Natriumglycerophosphat bei px 5,5 eignen. 


b) Die auffallende Wirkung von Citration im Versuchsansatz; 
Ubereinstimmung mit der Wirkung des natiirlichen Antihemm- 
koérpers. 

Vergleicht man die phosphatatische Wirksamkeit iblicher Taka- 
lésungen im Gebiete um pu = 4 in pufferfreien Ansitzen und in solchen, 
die Citrat enthalten, so fallt in erster Linie eine erhéhte Wirksamkeit in 
den citrathaltigen Ansatzen auf. Im Falle von B-Glycerinphosphorsiure 
fanden wir meist eine Erhéhung um das 1'/,- bis 2-fache. Noch be- 
merkenswerter ist die Erscheinung, daB die Handelspraparate, die ihr 
Wirkungsoptimum uneinheitlich, vielfach aber um den Bereich von 
pu = 5 zeigen, in Anwesenheit von Citrat in sehr konstanter Weise 
ihre optimale Wirksamkeit bei px = etwa 4,1 entfalten (vgl. 
Kapitel IT, 1). 


2 H. Kobayashi, J. of Biochem. 11, 173, 1929. 
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Den ersten AufschluB iiber die Art der Wirkung geben Versuche, 
welche uns Beziehungen des Citrations zu dem natiirlichen Hemmkérper 
aufgedeckt haben. Nach Versuchen, in denen der nach K. Jnouye? 
isolierte ,,X-Stoff*' einmal zu citrathaltigen und zum anderen Male 
zu citratfreien Ansatzen zugesetzt wurde, ergibt sich folgendes Bild: 
In den citrathaltigen Ansatzen (in 10 ccm: 0,4cem m/l Dinatrium- 
citratlésung) kommt der ,,X-Stoff* oberhalb pu = 4 iiberhaupt nicht 
zur Wirkung, unterhalb pu = 4 zeigt sich eine hemmende Wirkung, und 
zwar um so starker, je mehr sich die [H]+ dem pa = 3 nahert; bei Ab- 
wesenheit von Citrat ist die Hemmung nicht nur bedeutend ausgepragter, 
sondern fiihrt auch eine Verschiebung des phosphatatischen Wirkungs- 





Abb. 2. Einfiu® des isolierten ,X- O15 
Stoffes* auf die Spaltung von ;- mg 
Glycerinphosphorsiure in citrat- 
freien und citrathaltigen Ansdtzen. 


(Versuchsansatz wie in Tabelle La; 


der zugesetzte .X-Stoff* ist aus der On 

5fachen Menge der im Versuchs- 

ansatz angewandten Enzymlisung t 
gewonnen.) oo 


I= Ohne zus&tzlichen .X-Stoff*, Qn 
bei Citratgegenwart. 

Il = Mit zus&tzlichem ,X-Stoff*, 
bei Citratgegenwart. 

Ill =Ohre zusitzlichen .X-Stoff*, 
in citratfreiem Ansatz. 

IV = Mit zusttzlichem ,X-Stoff*, in 
citratfreiem Ansatz. 0 














optimums von pur = 4,8 nach py = 5,5, also ins schwacher sauere 
Gebiet, mit sich (Abb. 2). 

Durch diese Versuche ist klargestellt, daB 1. in Praparaten aus 
Aspergillus oryzae ein natiirlicher Hemmké6rper existiert, der das phos- 
phatatische Wirkungsvermégen zu beeinflussen vermag, 2. daB Citrat- 
ion die hemmende Wirkung dieses Stoffes auf das Gebiet pu = 3 bis 4 
beschranken kann. 

Eine weitere wichtige Erkenntnis ist die, daB in den Takapraparaten 
des Handels neben dem Hemmkorper noch ein leicht dialysierbarer Anti- 
hemmkérper vorhanden ist, ein Antihemmkérper, der in seiner Wirkung 
mit der Wirkung des Citrations iibereinstimmt und durch dieses ersetzt 
werden kann. 

Diesen Einblick verdanken wir zahlreichen Versuchen, von denen 
nachfolgend einige aufgefiihrt sind. Die Versuche t und IT zeigen, daB 
eine kurzfristige Dialyse, bei der Enzymzerstérung noch nicht zu be- 
fiirchten ist (2 bis 3 Tage in Hammelblinddirmen gegen destilliertes 
Wasser), die Takalésungen so verandert, daB sie in Ansatzen ohne 

Biochemische Zeitschrift Band 287. 26 




































A inl RS apn ROA 





388 E. Bamann u. W. Salzer: 


Citratzusatz eine geschwachte, in citrathaltigen dagegen eine unverminderte 

phosphatatische Wirksamkeit zeigen. 

Die Versuchsansatze wie in Tabelle Ia; Substrat: §-Glycerinphosphorsaure ; 

in den citratgepufferten Ansitzen jedoch 0,4cem m/10 Dinatriumcitrat- 
losung; pu = 4,1. 


la. Takalésung im Ansatz ohne Citrat . . . 0,082 mg P,O; 
Ib. Takalésung nach Dialyse im Ansatz ohne 
Citvat  ... 6 8 ae oi oie « + . O,022me P.O, (Riickgangder 
Wirksamkeit 73 %) 
Ila. Takalosung im Ansatz mit Citrat . . . 0,160mgP,0, 
Ilb. Takalosung nach Dialyse im Ansatz mit 
Citrat 0.4. wise eis vores O6Oteg BO, (hein Ritek- 


gang der Wirksamkeit) 
Es ist also in den Dialysaten der quantitative Unterschied zwischen 
der Umsatzgeschwindigkeit in Versuchen mit und ohne Citrat gegeniiber 
den Rohlésungen gréBer geworden. Wahrend bei diesen (vgl. Versuch Ia 
und Ila) Citrat eine durchschnittliche Erhédhung von etwa 100% be- 
wirkte, kann sie in Dialysaten (vgl. Versuch Ib und IIb) 600% und 
weit mehr betragen. Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei dialysierten 
Eluaten aus Kaolin-Adsorbaten (Adsorption und Elution gema® den 
Angaben von K./nouye*). Hier erreicht die Erhéhung der Wirksamkeit 
durch Citratzusatz z. B. 400 °% (Versuch III und IV) (Ansatz wie in 
Versuch I und Il). 
ILI. Dialysiertes Eluat im Ansatz ohne Citrat. . . . . 0,031 mg P,O; 
IV. Dialysiertes Eluat im Ansatz mit Citrat . . . . . 0,167 mg P,O; 
Die Abnahme der phosphatatischen Wirksamkeit von gereinigten 
Lésungen (Dialysate, dialysierte Eluate) oder richtiger: der gréBere 
Unterschied der Umsatzgeschwindigkeiten im citratfreien und citrat- 
haltigen Milieu kommt offenbar dadurch zustande, daB der citratahnlich 
wirkende Antihemmstoff im Laufe der Reinigungsvornahme entfernt 
wird, wihrend der Hemmkérper selbst wenigstens zum Teil anwesend 
bleibt. 


c) Der Hemmké6rper; Veranderungen im Mengenverhaltnis von 
Hemmkorper und Antihemmkéorper. 

DaB die ,,Phosphatase‘ aus Takapraparaten in ihrer Wirkung so 
uneinheitlich und wechselnd in Erscheinung tritt, hangt weiter damit 
zusammen, da MaBnahmen der Aufbereitung auBer Schwankungen 
im Mengenverhiltnis des Antihemmstoffes (Kapitel I], 3b) auch 
Anderungen der Konzentration des Hemmstoffes selbst bewirken kénnen. 

Nach unseren Erfahrungen ist der Hemmkorper im Gegensatz 
zum Antihemmkérper schwer dialysierbar. Es hat den Anschein, als 
ob durch die Dialyse ein Teil der Hemmsubstanz tiberhaupt nicht ent- 
fernbar wire. Wenn man den ,,X-Stoff* oder ,, Hemmkérper* nicht als 
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Gemisch verschiedener Substanzen auffassen will, sondern hinsichtlich 
seiner W irkgruppe als einheitlich annimmt, sosind dochim Einklang mit der 
heutigen Auffassung iiber lyo- und desmo-Formen der Enzyme und ganz 
allgemein iiber den ,,symplexen‘‘!* Aufbau von Naturstoffen Abstufungen 
in der GréBe des Hemmk6érperkomplexes anzunehmen. Es ist eine prinzi- 
pielle Frage, ob das Citration ausschlieBlich als ,,Antihemmkorper“, 
also hemmstoffverdréngend am Enzym- oder Enzymsubstratkomplex 
wirkt, oder ob es zugleich eine spezifisch ,,Enzym aktivierende* Rolle 
spielt, etwa in der Art wie das Mg-Ion im Falle der im alkalischen Gebiet 
wirkenden Phosphoesterase aus tierischen Organen. Die Auffassung 
des Citrations als ,, Antihemmstoff* bestatigen unsere bisher vorliegenden 
Versuche. Die endgiiltige Entscheidung, ob auch eine ,,Aktivierung™ 
im engeren Sinne statthat, diirfte erst méglich sein, wenn man Lésungen 
priifen kann, von denen man mit Sicherheit wei, daB sie hemmstoff- 
frei sind. 

Eine weitere Aussage scheint uns nach den experimentellen Be- 
funden gesichert: die Affinitat des Hemmkoérpers zum Enzym_ bzw. 
zur Enzymsubstratverbindung andert sich mit der Wasserstoffionen- 
konzentration. Im saureren Gebiet, unterhalb px = 4, ist die Affinitat 
weit ausgepragter. Deshalb vermag das konkurrierende Citration 
und ebenso der natiirlich vorkommende Antihemmstoff wohl oberhalb 
pu = 4die hemmende Wirkung auszuschalten, bei Erhéhung der Aziditat 
erfolgt jedoch nur mehr eine teilweise und abnehmende Verdrangung 
und Ausschaltung des Hemmstoffes. 

Von Versuchen, die im Zusammenhang mit den eben erérterten 
Fragen bisher ausgefiihrt sind, fiihren wir nachstehende an: 

Die Dialysierbarkeit der Hemmsubstanz folgern wir aus folgendem 
Ergebnis: Werden Takalésungen nur kurze Zeit dialysiert, so tritt durch 
den Weggang des Antihemmkérpers eine scheinbare Abnahme der 
Aktivitat der Lésung ein. Wird diese Reinigung noch durchgreifender 
gestaltet, etwa in Form einer Elektrodialyse, so erfolgt wieder eine 
scheinbare Zunahme der Aktivitaét. Dabei war die Wirksamkeit der 
elektrodialysierten Lésungen nicht nur gréBer als die der einfach dialy- 
sierten, sondern iibertraf noch die Aktivitat der unvorbehandelten 
Lésungen mit ihrem Gehalt an Antihemmstoff. 

Beispiel (Versuchsansatz wie in Tabelle Ia, jedoch citratfrei; Substrat : 
B-Glycerinphosphorséure, pu = 4,1): 


Takalésung vor Dialyse in citratfreiem Ansatz . . . . 0,082 mg P,O; 
Takalésung nach einfacher Dialyse in citratfreiem 
Anmatz, . 2... 0,022 mg P,O; 


Takalésung nach Elektrodialyse in citratfreiem Ansatz 0,113 mg P,O; 


13 R, Willstdtter u. M. Rohdewald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 225, 
103, 1934. 
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Der nach K.Jnouye isolierte ,,X-Stoff‘ erwies sich dialysabel, 
(dreistiindiges Elektrodialysat, Membran: Hammelblinddarm), d. h. 
die ,,X-Stoffhaltige Lésung verlor durch Dialyse ihre hemmende 
Wirkung. 

DaB selbst bei einfacher Dialyse (Hammelblinddairme, etwa 2 Tage) 
bereits eine Verarmung an Hemmstoff eingetreten ist, ergibt sich aus 
dem Vergleich der Phosphorsiureabspaltung bei px = 3 bis 4 vor und 
nach der Dialyse. In diesem Bereich beobachtet man bei Gegenwart 
von Citrat nach der Dialyse eine Zunahme der phosphatatischen Wirk- 
samkeit (Abb.3). Nachdem umgekehrt der Zusatz von ,,X-Stoff* 
zu den unvorbehandelten Lésungen bei Citratgegenwart gerade in 
diesem Gebiet und nur in diesem Gebiet eine Hemmung zeigt (siehe 





Abb. 3. Einflu®B der Dialyse auf 
das Wirkungsvermégen von Taka- 
lésungen im Gebiete py = 3 bis 4, 
gemessen in citrathaltigen Lésun- 
gen: Dialyse erhéht die Wirksam- 
keit durch teilweise Entfernung des 
Hemmkorpers. 
(Versuchsansatz wie in Tabelle Ia: 
Substrat: 3-Glycerinphosphorsaure ; 
jedoch Citratgehalt: 0,4 cem m/10 
Dinatriumcitratlésung.) 
I = Takalisung vor der Dialyse. 
| i= m nach 2 tagiger Dia- 
lyse im Hammelblinddarm. 
Ill = Takalésung nach _ Elektro- 
dialyse. 
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Abb. 2), ist der SchluB eindeutig, daB trotz der Abnahme der phospha- 
tatischen Wirksamkeit in citratfreien Ansatzen in Wirklichkeit doch 
eine Herabsetzung der Konzentration des ,,X-Stoffes‘‘ durch die Dialyse 
erfolgt ist. 

DaB aber Anteile des Hemmkorpers undialysabel oder zum mindesten 
sehr schwer dialysabel sind, ist daraus zu schlieBen, daB auch noch 
Elektrodialysate durch den Antihemmstoff Citrat ,,aktiviert’’ werden 
k6nnen. 

Eine Veranderung des gegenseitigen Mengenverhaltnisses von 
Hemmké6rper und Antihemmkérper bringt auch die Alkoholfdllung mit 
sich, die wir bei Ausziigen aus Luizympraparaten, bei denen sich das 
Adsorptionsverfahren nicht mit Erfolg durchfiihren lieB, anwandten. 


Die Flockung der Luizymausziige erfolgte bei einem Alkoholgehalt der 
Lésung von etwa 60%. Dabei entsprach die Reaktion solcher Lésungen 
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einem py von etwa 6,2. Der abgesaugte und getrocknete Niederschlag léste 
sich zum Teil in Wasser. Die klaren Losungen zeigten guterhaltene phosphe.- 
tatische Wirksamkeit und hinsichtlich der Abhangigkeit der Wirkung von 
der [H]+ und der Gegenwart oder Abwesenheit von Citrat folgendes Bild: 

Die Spaltung von f-Glycerinphosphorsdéure mit und ohne Citrat 
weist das Optimum bei px = 4 auf. Die Untersehiede der Umsatz- 
geschwindigkeiten citrathaltiger und citratfreier Ansatze ist nicht sehr 
groB (Abb. 4). Sie vergréBern sich jedoch wieder bei Vornahme der 
Dialyse. 

Wir verstehen diese Ergebnisse dahin, da die Alkoholfallung eine 
relative Amreicherung des Antihemmkérpers (Wirkungsoptimum auch 
in citratfreien Ansatzen bei pu = 4 gegeniiber pu 4.8 in der Roh- 





Q10|\—_+ ao ——+ sinel 
Abb. 4. Einwirkung einer durch Fs 
Alkoholfallung aus Luizym ge- 
wonnenen Enzymfraktion auf \ 
3-Glycerinphosphorsaure in Ver- \ 
suchen mit und ohne Zusatz 
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(Ansatz wie in den Versuchen be I \ 
der Abb. 3; I mit Citrat, If ohne q 
Citrat.) N 
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b fai? 
log lH] —~ 
lésung) und eine Verringerung der Konzentration des Hemmkérpers 
(Verlauf der Citratkurve bei pur = 3 bis 4: geringe Umsatzdifferenz 
zwischen beiden Punkten) bewirkt. 


d) Das po-Wirkungsoptimum von Takalésungen nach Vornahme 
von Reinigungsverfahren. ; 


Gereinigte Takalésungen zeigen — in Anwesenheit von Citrat 
gemessen — ihre optimale Wirksamkeit bei px = 4,1. Das gilt fiir 


Eluate, Dialysate und fiir Alkoholfallungen. Und es ist auch gleich- 
giiltig, ob als Substrat «- oder $-Glycerinphosphorsaure dient. In 
citrathaltigen Ansdtzen kommen somit hinsichtlich des pu-Wirkungs- 
optimums die Unterschiede im Reinheitsgrade der Enzympraparate merkbar 
nicht zum Ausdruck. 

Um so auffallender bietet sich uns das Bild der Abhaingigkeit der 
Wirkung von der [H]}* im Antihemmkorper- bzw. citrat-freiem Milieu. Bei 
jeweils unterschiedlichem Verhalten zeigen die gereinigten Takalésungen 
ein gemeinsames Merkmal; An Stelle des Wirkungsoptimums bei 
pu = etwa 4,1] treten — und zwar wiederum bei beiden Isomeren der 
Glycerinphosphorséure — zwei Optima auf, das eine bei pa = 3,2 





392 E. Bamann u. W. 


bis 3,7, das andere bei pu = 5,0 bis 5,5. 


Salzer: 


Die Starke der beiden Maxima 


unterscheidet sich von Eluat zu Eluat und von Dialysat zu Dialysat 
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- Abb. 7. Elektrodialysat. 
"2 3 % 5 6 1 = 3-Substrat, Citratanwesenheit. 
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Abb. 6. Dialysiertes Kaolineluat 2 
I = 3-Substrat, Citratanwesenheit. 
II «= = Citratabwesenheit. 
Ill = a@-Substrat, Citratanwesenheit. 
IV = se Citratabwesenheit. 
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Abb.8. Dialysierte Luizym-Alkohol- 


fillung. 
I = 8-Substrat, Citratabwesenheit. 
I = @-Substrat, Citratabwesenheit. 


sehr weitgehend; bisweilen tritt das Maximum bei pu = 3,2 bis 3,7 
sehr stark in Erscheinung, gelegentlica ist es nur andeutungsweise 
vorhanden. 
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e) Zur Deutung der beiden Wirkungsoptima im Bereich py = 3 
bis 5,5. 

Zwei Méglichkeiten stehen zur Erérterung : entweder entsprechen die 
beiden Wirkungsoptima zwet verschiedenen Phosphoesterasen oder das 
doppelte Maximum kommt der Wirkung nur eines Enzyms zu, das unter 
dem besonderen Einflu8 des Hemmkorpers steht. 

Es ware naheliegend, fiir den Gipfel bei py = 5,5 die bereits beschriebene 
Phosphoesterase-(6,2) verantwortlich zu machen. Diese Annahme scheidet 
jedoch im Hinblick auf die Spezifitatsverhaltnisse aus: bei py = 5,5 wird 
wie aus den Abb. 5, 6, 7, 8 hervorgeht, die 6-Glycerinphosphorsaure immer 
noch erheblich bevorzugt, wahrend doch die isolierte Phosphoesterase-(6,2) 
das «-Isomere rascher spaltet (Tabelle II). 

Wir haben die Beschreibung der Phosphoesterase-(6,2) vorausgestellt, 
weil dieses Enzym vollkommen unabhdngig von der Gegenwart des ,,X -Stoffes* 
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Sowie des Citrations seine Wirkung entfaltet. Diese Feststellung sei hervor- 
gehoben, da uns dadurch die Frage der Existenz einer eigenen Phospho- 
esterase-(6,2) gesichert erscheint. Wenn durch die Behandlung der Taka- 
l6sungen mit Ammoniak eine Verschiebung des Wirkungsoptimums von 
pu = 4,1 nach px = 6,2 eingetreten ist, so bedeutet das wirklich eine 
selektive Zerst6rung der unterhalb py = 6 wirksamen_ ,,Phosphatase**- 
Komponente; man kann keinesfalls die Verschiebung des Wirkungsoptimums 
mit einer relativen Amreicherung des ,,X-Stoffes** erklaren, die dadurch 
erfolgt, daB bei der alkalischen Behandlung Enzym zerstért und deshalb 
das urspriingliche Verhaltnis ,,X-Stoff‘‘: Enzym zugunsten des Hemm- 
kérpers verandert wird. Es lassen sich beim isolierten (6,2)-Enzym weder 
nennenswerte reaktionskinetische Unterschiede in Ansitzen mit und ohne 
Citrat beobachten, nech ruft in den unvorbehandelten Enzymlésungen bei 
Citratgegenwart selbst fiinffache Erhéhung der Konzentration des Hemm- 
k6érpers oberhalb py = 4, also im Wirkungsbereich des (6, 2)-Enzyms, eine 
Hemmung hervor (Abb. 2). Es gilt dies fiir beide Isomere der Glycerin- 
phosphorséure. Das schlieSt in sich, daB die Anreicherung von ,,X-Stoff* 
nicht fiir die erfolgte Umkehrung der Substratspezifitat verantwortlich 
gemacht werden kann (Abb. 9). 
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Im Falle des Vorhandenseins zweier Enzyme, einer bei pu = 3,2 
bis 3,7 und einer bei py = 5,0 bis 5,5 optimal wirkenden Phospho- 
esterase, — beide B-Glycerinphosphorsaiure bevorzugend —, wiirden 
bei Anwendung dialysierter Lésungen beide Enzyme sich durch je ein 
Optimum zu erkennen geben; die tatsachlichen Verhaltnisse waren 
jedoch gefalscht, weil der Hemmkérper mit steigender Aziditat seine 
Wirksamkeit steigert. Von seiner Wirkung ware also in der Hauptsache 
nur das bei pu = 3,2 bis 3,7 wirkende Enzym betroffen. Das Auftreten 
nur eines Gipfels bei px = 4,1 in citrathaltigem Milieu ware mit einer 
Enthemmung des mengenmafig vorherrschenden saureren Enzyms zu 
erklaren; die Verlegung des Optimums nach pu = etwa 4,1 ware in 
diesem Falle durch die Addition der Restwirkung des (5)-Enzyms 
bedingt. Auch die Tatsache, daB unvorbehandelte Takalisungen ihre 
optimale Wirksamkeit vielfach im noch schwacher saueren Gebiet, 
um pu =4,8 zeigen, wire in Anbetracht des Uberwiegens des ,,X- 
Stoffes** gegeniiber dem Antihemmkérper verstandlich. 


Zu erértern ist nunmehr die Frage, ob nicht auch bei Annahme nur 
einer Phosphoesterase die verschiedenartigen experimentellen Befunde 
zu verstehen waren. Dieses eine Enzym ware eine $-bevorzugende 
Phosphoesterase mit dem Wirkungsoptimum bei pu = 3,2 bis 3,7. 
Alle beobachteten Variationen von der Normalform der Aktivitats-px- 
Kurve waren in diesem Falle dem Wechselspiel von Hemmstoff und 
Antihemmstoff zuzuschreiben. Die beiden Wirkungsoptima, die im 
Falle gereinigter Lésungen von dem einen Enzym + verringerten Mengen 
Hemmstoff hervorgerufen wiirden, miiBten zustandekommen durch das 
Uberlagern zweier -pu-abhangiger Faktoren: 


1. Der Umsatzgeschwindigkeit der Enzymsubstratverbindung, 
die bei pu = 3,2 bis 3,7 am gréBten ist und sich gegen den Neutral- 
punkt zu verkleinert, und 


2. der Affinitat des Hemmstoffes zum Enzym bzw. zur Enzym- 
substratverbindung, die im starker saueren Gebiet am gréBten ist, 
so daB die Hemmung im Substratumsatz vom starker saueren zum 
schwacher saueren Gebiet kleiner wird. 


Das eine Wirkungsoptimum bei px = 4,1 in citratgepufferten Ansatzen 
wirde anzeigen, daB die enzymatische Wirkung unterhalb pu = 4 
noch unter der hemmenden Wirkung des ,,X-Stoffes‘‘ steht. GréBere 
Konzentrationen an Hemmstoff in den Rohlésungen und geringere 
in den gereinigten Lésungen miiBten dadurch erkennbar werden, daB 
bei Messungen in citratgepufferten Ansaitzen der Substratumsatz bei 
pu = 3 bzw. 4im Falle der Rohlésungen eine groBe, im Falle der reineren, 
hemmstoffarmeren Lésungen eine verringerte Differenz aufweist. Das 
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ist auch, wie schon dargelegt wurde, in ausgepragtem MaBe zu beobachten 
(Abb. 3). Und endlich das Wirkungsoptimum bei px = 4,8 bei wn- 
vorbehandelten Takalésungen ware wiederum dem Uberwiegen des Hemm- 
stoffes gegeniiber dem Antihemmkérper in diesen Lésungen zuzu- 
schreiben. 

Wenn wir diese beiden Erklarungsversuche gegeneinander abwiagen, 
so kommen wir zu dem SchluB, daB vorerst — so bestechend es auch 
ware — fiir die Annahme von zwet Phosphoesterasen im Gebiet pu — 3 
bis 5,5 noch keine Notwendigkeit besteht. Solange nicht iiberzeugendere 
Experimente fiir die Annahme von zwei [sodynamen sprechen, mahnt 
u.a. die Beobachtung zur Vorsicht, daB bei der recht erheblichen Zahl 
gereinigter Loésungen, die bisher untersucht wurde, das px-Wirkungs- 
optimum in den Citratversuchen in konstanter Weise bei pu = 4,1 
bis 4,2 lag. Wiirden zwei Enzyme anwesend sein, so wiirde wohl das 
gegenseitige Mengenverhialtnis bei Reinigungsoperationen Schwankungen 
unterliegen und man diirfte dann je nach dem Anteil eine entsprechende 
Verscbiebung des Optimums nach diesseits oder jenseits von pu = 4,1 
erwarten. 


f) Vergleich der «-, f-Substratspezifitat roher und gereinigter 
Takalésungen. 

Dieser Vergleich hat zum Ergebnis, daB das Verhaltnis, in dem der 
Umsatz des a-Isomeren der Glycerinphosphorsiure zu dem des p- 
Jsomeren steht, fiir ein und dasselbe Enzympraparat kein unabandet- 
liches, konstantes ist, und daB daher die Bedeutung dieser ,,Spezifitat™’ 
fiir die Charakterisierung einer Phosphoesterase nicht tiberschatzt 
werden darf. Diese Beobachtung gibt Veranlassung, die Verhaltnisse 
besonders dort nochmals sorgfaltig zu iberpriifen, wo auf Grund von 
Schwankungen im Verhaltnis des «-: B-Umsatzes von Praparat zu 
Praparat verschiedene Enzyme angenommen werden. Der Grund fir 
dieses inkonstante Verhaltnis liegt im Falle des Takaenzyms in der von 
Fall zu Fall und von Reinheitsgrad zu Reinheitsgrad wechselnden 
Vergesellschaftung mit Hemmkérper und Antihemmkérper. Es ist 
beachtenswert, daB die Umsitze der beiden Isomeren gelegentlich 
im Verhaltnis 1:1,5, in anderen Fallen im Verhaltnis 1:7 beobachtet 
werden (siehe die Tabelle Ia sowie die Abb. 5, 6, 7, 8). 


Wir erkennen aus allen Versuchen, daB geringe Hemmstoffmengen 
auf die a-Glycerinphosphorsiurespaltung eine wesentlich gréfere 
prozentuale Hemmung ausiiben als auf die Spaltung des -Isomeren. 
Bei Zusatz von Citrat wird der Einflu8 des Hemmstoffes zurickgedrangt 
und der Faktor ist in diesem Falle fiir ein bestimmtes Praparat un- 
abhingig vom jeweiligen Reinheitsgrad (fiir Taka in unserem Falle 
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= etwa 1,5, fiir Luizym = etwa 2). Die gréBere Hemmung des «@- 
Umsatzes beruht wohl auf der besseren Anlagerungsméglichkeit des 
Hemmstoffes an das Zwischenprodukt «-Substrat-Enzym oder auf der 
geringeren Affinitat des «-Isomeren zur Phosphoesterase, so daB bei 
der Konkurrenz des Substrats und des Hemmstoffes um das Enzym 
sich der Hemmstoff besser und schon in geringeren Konzentrationen 
durchsetzt als im Falle des héher affinen!4 B-Substrats. 


An dieser Stelle ist nochmals zuriickzukommen auf die Widerspriiche 
zwischen unseren eigenen Befunden und denen der japanischen Forscher: 
wenn diese das py-Spaltungsoptimum des B-Isomeren bei pu = 3 und 
das des «-Isomeren bei py = 5,5 finden, so kann das auch — abgesehen 
von der Méglichkeit, die wir in Kapitel II, 2 erértert haben — darin 
seinen Grund haben, dab, entgegen ihrer Ansicht, das Enzym vom 
,.X-Stoff’ befreit zu haben, sie das tatsachlich nicht erreichten; denn 
bei védlliger Ausscheidung des ,,X-Stoffes‘‘ miiBte auch fiir «-Glycerin- 
phosphorsdure ein ausgepragtes saueres Optimum zu erkennen sein, 
genau wie es bei Citratgegenwart iibereinstimmend mit der B-Spaltung 
immer am gleichen Punkt des stark saueren Bereichs in Erscheinung 
tritt. DaB fiir das betontere Hervortreten eines zweiten Wirkungs- 
maximums innerhalb der «-Aktivitats-pu-Kurve, nimlich im schwacher 
saueren Gebiet, auch der wechselnde Gehalt an der x-bevorzugenden 
(6,2)-Phosphoesterase eine gewisse Rolle spielen kann, ist selbst- 
verstandlich. 


4. Uber den EinfluB des Fluorions auf das Enzymgemisch. 


DaB Fluorion schon in geringer Konzentration die ,,Phosphatase‘ 
aus Takapraparaten in erheblicher Weise hemmt, hat K. Jnouye!® 
bereits vor Jahren wahrgenommen. Nach seinen Experimenten hemmt 
abet Fluorid in starker sauerem Gebiet mehr als in schwacher sauerem 
und so beobachtete er zugleich eine Veranderung der ,,optimalen Azi- 
ditat** ,.nach der alkalischen Seite‘*. Bei Gegenwart von F-Ion wurde 
so das Wirkungsoptimum bei px = 6,1 gefunden. Diese Ergebnisse 
wurden spiter von E. Auhagen und St. Grzycki'® erértert. Dabei be- 
merken diese beiden Forscher: .,Das lieBe sich vielleicht so deuten, daB 
auch die Takaphosphatase zwei verschiedene Phosphatasen enthalt*, 
die verschiedene Hemmbarkeit durch F-Ion aufweisen. Diese Ver- 
mutung ist durchaus richtig, denn wir finden, daB bei Fluorkonzen- 
trationen, bei denen die Wirksamkeit der ,,saueren‘’ Phosphoesterase 
bis auf wenige Prozent ausgeschaltet ist, die Wirksamkeit der Phospho- 


14 Vgl. dazu J. Courtois, 1. c. 7. — J. of Biochem. 7, 433, 1927; 10, 
395, 1929. — '® Diese Zeitschr. 265, 217, 1933. 
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esterase-(6,2) nur um etwa ein Zebntel herabgesetzt ist. Diese Befunde 
beziehen sich aber nicht etwa nur auf die py-Optima der Enzyme, sondern 
gelten fiir ihren gesamten Aktivitdts-py-Bereich. Die prozentuale 
Hemmung der isolierten Phosphoesterase-(6,2) ist also im starker 
saueren Gebiet, beispielsweise bei pu = 4, nicht starker als bei ihrem 
Optimum. Umgekehrt unterliegt die stark hemmbare ,,sauere‘* Phospho- 
esterase auch in schwacher sauerem Bereich, also z. B. bei pu = 6, 
einer starken Hemmung. 

Dadurch ist es also mit Hilfe von Fluorid méglich, im Gemisch der 
Enzyme das ,,saurere‘ auszuschlieBen und nur die eine Phosphoesterase- 





Abb. 10. Vergleich der Fluor- 
hemmung bei der Spaltung von «- mg 
und #-Glycerinphosphorsiure durch 4050 
isolierte Phosphoesterase-(6,2). 
Versuchsansatz wie in Tabelle II: 
das angewandte (6,2)-Enzym war | 
nicht ganz frei von dem ,saureren* op 
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(6,2) zur Wirkung kommen zu lassen. Und es ist weiter nicht schwierig, 
im Gemisch die Mengenverhaltnisse beider Enzyme annahernd fest- 
zulegen, nimlich durch den Vergleich der Aktivitats-py-Kurven mit 
und ohne Fluoridzusatz. Um jegliche Wirkung des ,,X-Stoffes* aus- 
zuschalten, wurden alle Versuche dieses Kapitels mit Citratzusatz aus- 
gefiihrt. 

Dieses auffallende Ergebnis hinsichtlich der so stark ausgepragten 
Unterschiede in der Beeinflussung der beiden Enzyme durch Fluorid 
erlaubte uns auch die Frage nach der «-, B-Spezifitat der beiden Enzyme, 
iiber die im Abschnitt Il, 3f berichtet ist, auf einem zweiten Wege 
zu priifen. Man mufte erwarten, daB eine Lésung in Anwesenheit von 
Fluorid, das die Wirkung des ,,saureren‘‘ Enzyms praktisch ausschaltet, 
jene der (6,2)-Phosphoesterase aber kaum beeinfluBt, das a«-Isomere 
bevorzugt spaltet, im Gegensatz zu einer iiblichen Takalésung, die 
wegen des Uberwiegens des ,,saureren‘’ Enzyms rascheren Umsatz 
von $-Glycerinphosphorsiure bewirkt. Die Richtigkeit dieser Cher- 
legung wird auch durch das Experiment bestiatigt, wie das Beispiel 
der Tabelle IIT zeigt. 
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Tabelle III. Vergleich der Geschwindigkeiten der Spaltung von 








2- und #-Glycerinphosphorsaure durch Taka-,,Phosphatase* 
mit und ohne Zusatz von Fluorid. 
(Versuchsansatz wie in Tabelle II.) 
4 
Ohne Fluorid Mit Fluorid 
PH a-Glycerin- 3-Glycerin- H a-Glycerin- 3-Glycerin- 
phosphorsdure phosp orséure || phosphors&ure phosphorsiure 
4,2 0,152 0,264 0,015 0,012 
6,3 0,099 0,129 0,060 0,049 


5. Zur Frage der Beeinflussung der Phosphoesterasen durch Magnesiumicn. 


Der Befund der japanischen Autoren tiber den Einflu8 von Mg- 
Ion, wonach die Spaltung von f-Glycerinphosphorsaure gehemmt, die 
des «-Isomeren dagegen geférdert wiirde, lieBe sich am einfachsten 
damit erklaren, daB die einzelnen Enzyme ahnlich wie im Falle des 
Fluorids sich verschieden verhielten. Danach miBte die ,,saurere’* 
Phosphoesterase durch Mg’ gehemmt und die Phosphoesterase-(6,2) 
durch Mg aktiviert werden. Im Falle der Hefephosphoesterasen wurde 
dieses Verhalten auch tatsachlich beobachtet!”. In unseren Versuchen 
konnten wir weder beim ,,saureren‘‘ Enzym eine Hemmung, noch beim 
(6,2)-Enzym, unabhangig, ob Citrat- oder Veronalpuffer verwandt war, 
eine Aktivierung durch Mg’ feststellen. Wie sich im Falle der im alka- 
lischen Gebiet wirksamen Phosphoesterase aus tierischen Organen 
gezeigt hat, ist die Aktivierbarkeit dieses Enzyms mittels Mg’ in quan- 
titativer Hinsicht groBen Schwankungen unterworfen. Das Ausmap 
der Aktivierbarkeit andert sich dort gesetzmaBig von Enzymfraktion 
zu Enzymfraktion (Abstufungen der lyo- und desmo-Komplexe) ; 
es hangt aber auch ab von der Behandlungsweise, die das Enzympraparat 
bei der Darstellung erfahren hat. So lieB mehrtagiges Stehen von Enzym- 
lésungen bei alkalischer oder saurer Reaktion die urspriingliche Aktivier- 
barkeit von z. B. 3000°% auf etwa 200% zuriickgehen. Man kénnte 
nun daran denken, da auch in unseren Takapraparaten durch irgendeine 
Vorbehandlung bei der Herstellung die Phosphoesterase-(6,2) ihre 
Fahigkeit, sich durch Mg” aktivieren zu lassen, verloren hat. Im Gegen- 
satz zu den beiden im sauren pu-Bereich wirkenden Phosphoesterasen 
tierischer Organe, bei denen wir eine Aktivierbarkeit durch Mg’ fiir 
ausgeschlossen halten, méchten wir auf Grund der Analogie zu den 
Hefephosphoesterasen und auf Grund der experimentellen Ergebnisse 
der japanischen Schule die Frage der Aktivierung der Phosphoesterase- 
(6,2) vorerst noch offen lassen. 


17 4. Schdfiner u. E. Bauer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 232, 66, 1935; 
H.u. £. Albers, Ark. Kem., Miner., Geol. 12 B, 4, 1935. 
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Ill. Methodische Erliuterungen. 


Die Mefmethodik wurde in derselben Weise wie in der 6. Abhandlung 
zur Kenntnis tierischer Phosphatasen!® ausgefiihrt. 

Als Substrate dienten uns: f-Natriumglycerophosphat der Firma 
Dr. Fraenkel & Dr. Landau, Berlin, sowie x-Natriumglycerophosphat ; 
dieses wurde bei Bedarf aus dem Calciumsalz durch Umsetzung mit der 
berechneten Menge Natriumcarbonat dargestellt. Das «-Calciumglycero- 
phosphat stellten wir uns nach der Vorschrift von H. King und F. L. 
Pyman'8 her durch Umsetzung von tertiérem Natriumphosphat mit «-Mono- 
chlorhydrin. 

Zur Pufferung wurden das Veronalnatriumacetat Puffergemisch ven 
L. Michaelis'® und das Citratpuffergemisch angewendet unter Beriick- 
sichtigung der Erfahrungen, die in der 5. Abhandlung zur Kenntnis tierischer 
Phosphatasen*? mitgeteilt sind. 

Von den Enzymprdparaten, auf die bereits im Kap. II, 1 hingewiesen 
wurde, léste sich das englische Praparat sehr leicht und vollstandig in Wasser, 
das deutsche Priparat Luizym (Pulverform) ist in Wasser nur teilweise 
léslich; die phosphatatische Wirkung findet sich jedoch vollstandig in dem 
wasserigen Auszug. 


18 J. chem. Soc. 105, 1247, 1914. — 1}* Diese Zeitschr. 234, 139, 1931. 
— % BF. Bamann u. W. Salzer, ebenda 286, 143, 1936. 





Zur Oxydation 
von Glucose durch Bacterium gluconicum Hermann. 
Von 
Siegwart Hermann und Paul Neuschul. 


(Aus dem Bakteriologischen Forschungslaboratorium Doz. Dr. Siegwart 
Hermann, Prag.) 
(Eingegangen am 30, Juli 1936.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In friiheren Arbeiten (1) konnten wir zeigen, daB das Bacterium 
gluconicum Hermann morphologisch und biochemisch als _ Essig- 
bakterium gekennzeichnet ist. Als typisches ketogenes Bakterium 
bildet es aus verschiedenen Substraten, wie Glycerin, Mannit, Sorbit, 
Erythrit, Gluconsaiure die entsprechenden Ketoverbindungen, die sich 
auf Grund der Bertrandschen Theorie erwarten lassen. Es zeigt diese 
Wirkungen in besonders ausgeprigtem Mabe. Daneben besitzt es 
natiirlich die fiir die meisten Essigbakterien charakteristischen Eigen- 
schaften Athylalkohol zu Essigsiure, Propylalkohol zu Propionsaure, 
weiter Glucose zu Gluconsdure, Galaktose zu Galaktonsaure usw. zu 
oxydieren. Wir wiesen ferner nach, daB sich Bacterium gluconicum in 
mancher Beziehung deutlich von den anderen von uns untersuchten 
Essigbakterien unterscheidet. So besitzt es die Fahigkeit, milchsaures 
bzw. brenztraubensaures Natrium (2) zu Essigsdure zu spalten, wahrend 
die iibrigen Bakterien durch carboligatische Bindung Acetylmethy]- 
carbinol zu bilden vermégen. Weiter konnten wir die Steigerung seiner 
Oxydationswirkung gegeniiber Galaktoselésungen im Verlauf von 
Passagen nachweisen (3) und in letzter Zeit unter seinem EinfluB die 
Bildung von d-Mannonséure aus Mannose (4). 


In diesem Zusammenhange wollen wir noch einmal betonen, daB unsere 
Einteilung der Essigbakterien in ketogene und aketogene (5) sich auf die 
Tatsache stiitzt, daB die als ketogen bezeichneten Stéimme die Fahigkeit 
besitzen, bestimmte Substrate zu den entsprechenden Ketoverbindungen 
zu oxydieren. Wir konnten zwar z. B. bei der Einwirkung des Bacterium 
Pasteurianum auf Mannit auch Mannose, also eine Aldose, neben Lavulose 
nachweisen, ohne daB wir uns deshalb gezwungen sahen, unser Einteilungs- 
prinzip zu andern, da letzteres ja absolut nicht aussagt, daB ausschlieBlich 
Ketoverbindungen gebildet werden miissen, sondern da gewisse Bakterien 
die Fahigkeit haben, Ketoverbindungen zu bilden und andere nicht. Es 
beeintrachtigt auch nicht unsere Bezeichnungsweise, daB Takchashi und 
Asai (6) der Nachweis gelang, daB das Bacterium industrium var. Hoshigaki 
nov. sp. Glucuronsiéure, also eine Aldonséure, zu bilden vermag. Infolge 
seiner Fahigkeit, Ketoverbindungen zu bilden, gehért dieses Bakterium 
doch zu den ketogenen. 
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Es erscheint uns deshalb nicht stichhaltig, wenn K. Bernhauer (7) 
angibt, daB ihm unser Einteilungsprinzip ,,als voreilig‘t erscheint. Die 
Richtigkeit und ZweckmaBigkeit unseres Einteilungsprinzips wird auch 
nicht durch die erst vor kurzem ver6ffentlichten Versuche von Bernhauer 
und Irrgang bzw., Bernhauer und Gérlich (8) widerlegt, die bei der Ein- 
wirkung von Bact. gluconicum auf Calciumgluconat bzw. Glucose neben 
5-Keto- und 2-Ketogluconsaure ein leicht lésliches Caleiumsalz finden, fiir 
das sie den Wahrscheinlichkeitsbeweis erbringen, da es sich um d-aldehyd- 
gluconsaures Calcium handelt. Aus den eben dargelegten Griinden kénnte 
selbst ein exakter Nachweis der Bildung dieses Salzes unser Einteilungs- 
prinzip nicht in Frage stellen, da ja aus den zitierten Arbeiten (8) hervorgeht, 
daB die fiir unser Einteilungsprinzip maBgebende Keto-Gluconséure —- 
wenn auch nicht als einziges Reaktionsprodukt — gebildet wird. In unserer 
Veréffentlichung (5) wird nie behauptet, daf die ketogenen Essigbakterien 
ausschlieBlich Ketoverbindungen produzieren miissen. Ganz im Gegenteil 
konnten wir ja, wie schon oben erwihnt, auch andere Eigenschaften dieser 
Bakterien feststellen bzw. bestatigen, wie z. B. die Oxydationen von Athyl- 
alkohol, Propylalkohol, Glucose, Galaktose zu den entsprechenden Sauren, 
ihre hydrolytischen Fahigkeiten gegeniiber Rohrzucker oder ihre carboligati- 
schen Wirkungen. Wir glauben also, daB trotz der Zweifel Bernhauers 
unser Einteilungsprinzip es zwanglos gestattet, die Essigbakterien in keto- 
gene und aketogene einzuteilen. Natiirlich ist, wie bei jedem biologischen 
System, die Einteilung keine absolut scharfe. Die Natur bildet immer Uber- 
ginge und Ubergangsformen. 


Nach dieser uns notwendig erscheinenden Feststellung von der 
Berechtigung unseres Einteilungsprinzips, wollen wir uns mit dem 
Einflu8 von Temperatur und Zeit auf die Oxydation von d-Glucose zu 
d-Gluconsaure mittels Bacterium gluconicum beschaftigen. Diese Ver- 
suche sind nicht nur aus theoretischen Griinden, sondern auch mit 
Ricksicht auf die therapeutische Bedeutung der Gluconsadure wichtig, 
auf die von uns mehrfach hingewiesen worden ist (9). Eine technisch 
verwertbare Methode dieser bakteriellen Oxydation haben wir in einer 
friiheren Mitteilung (10) beschrieben. 


Methodik. 


Verschiedene Mengen von chemisch reinem Traubenzucker wurden in 
verdiinntem Hefewasser (Hefewasser nach Hennebergs Angaben hergestellt 
und im Verhaltnis 1 zu 4 Teilen Leitungswasser verdiinnt) gelést und zu je 
50 cem in 100 ccm fassende Erlenmeyer-Kolben eingefiillt, verschlossen, im 
Dampftopf sterilisiert und mit Reinkulturen von Bacterium gluconicum 
aus Wiirzeagar beimpft. GréBere Reihen dieser Kolben wurden im 
Thermostaten bei 20 und 30°C belassen. Nach bestimmten Zeiten wurden 
je 5cem Lésung entnommen und mit n/10 Natronlauge und Phenol- 
phthalein in der Hitze titriert. Um gute Durchschnittswerte zu erhalten, 
wurden abwechselnd in verschiedenen Kolben der gleichen Reihen Azi- 
ditatsbestimmungen vorgenommen. Wie aus unseren friiheren Mit- 
teilungen hervorgeht, bildet sich in der sauren Lésung aus Glucose fast 
ausschlieBlich d-Gluconsaéure, weshalb die Titrationswerte auf Gluconsaure 
umgerechnet wurden. 
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Versuchsergebnisse. 


In den beifolgenden Abbildungen sind unsere Versuchsergebnisse 


graphisch wiedergegeben. Bei 20°C erfolgt der Anstieg der Aziditaten 
(Abb. 1) in den Lésungen, die 2 bis 10%, Glucose enthalten, sehr steil 
und erreicht nach kurzer Zeit — 6 bis 15 Tagen — sein Maximum, das 
bei fast theoretischer Gluconsaurebildung liegt. Bei 20° urspriinglicher 
Glucose ist der Anstieg der Kurve etwas verzégert und erst nach 22 Tagen 
wird ein annahernd konstanter Wert erreicht, der nur einer Ausbeute 
von 72 % gleichkommt. Bei weiterer Zunahme der Glucosekonzentration 
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ist eine starke Hemmung der Oxydation zu bemerken. So hat die 
Kurve fiir die 40 %ige Glucoselésung einen ganz langsamen Anstieg 
und erreicht nach 30 Tagen ein Maximum bei 5,8 %, Gluconsaure, was 
einer 13,3 %igen Ausbeute entspricht. Bei 50 ind 55% Glucose ist 
praktisch keine Saurebildung mehr zu beobachten. Die Aziditat ent- 
spricht nach 30 Tagen 0,9 bzw. 0,2 % Gluconsaure. 

In der Abb. 2 ist als Abszisse der Prozentgehalt an Glucose in der 
urspriinglichen Lésung, als Ordinate die Prozente gebildeter Glucon- 
siure nach 30tagiger Bebriitung eingetragen, wobei die untere Kurve 
fiir die Temperatur von 20°C giiltig ist. Es ist deutlich das Maximum 
der Gluconsaurebildung in der 20%igen Glucoselésung erkennbar 
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und der steile Abfall der Oxydationswirkung bei Uberschreitung dieser 





m Konzentration, so daB bei 50 bis 60° Glucose in der urspriinglichen 
S€ /0 z 

n Lésung keine nennenswerte Gluconsaurebildung nachweisbar war. 
sil Die in der gleichen Abbildung eingezeichnete obere Kurve gilt fiir die 
- Temperatur von 30°C und wird weiter unten besprochen. 


” Bei 36°C verschiebt sich, wie aus Abb. 3 hervorgeht, die maximal 


- erzielbare Gluconsdiure um einen ganz wesentlichen Betrag. Hier ver- 
Le laufen die Aziditétskurven in den 2 bis 20 igen Glucoselésungen mit 
n 


einem rapiden Anstieg, so daB nach etwa 2 bis 8 Tagen fast vollstandige 
- Oxydation der zugesetzten Glucose er- ‘a 

folgt. In der Lésung mit 40% Glu- 9, | eX Glene 
| cose ist das Bakterienwachstum an- y pj} 
fanglich sichtbar gehemmt, so dab 
der steile Anstieg der Kurve erst nach 
viertagiger Bebriitung beginnt. Die 
absolute Menge an gebildeter Glucon- 
sdure erreicht in dieser Lésung den # 
1 maximalen Wert von 22,5°, Glucon- 
saure nach 30 Tagen, doch entspricht 
das nur einer Ausbeute von 51,6%. 
Ein groBer Teil des Zuckers wird also 
nicht umgesetzt. Bei weiterer Er- 
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laBt sich bei 55 und 60% Glucose 6 60 § 0 & 0B & ip 
keine Saurebildung beobachten. Abb. 3. 


Der fiir manche mikrobiologische Umwandlungen charakteristische 
S-férmige Anstieg der Bildung von Reaktionsprodukten wurde in 
unserem Falle in den Lisungen, die 40 und 50°% Glucose enthielten 
und bei 30°C standen, festgestellt. DaB wir den anfanglich schwachen 
Aziditaétsanstieg in den iibrigen Lésungen nicht finden konnten, ist 
damit zu erklaren, daB wir die erste Titration erst am 2. bis 6. Tage 
durchfiihrten. Deshalb ist dieser Teil der Kurven in unseren Abbildungen 
nicht eingezeichnet, doch ergibt eine Interpolation, daB der S-férmige 
Verlauf auch in diesen Fallen nachweisbar gewesen ware. Die obere 
Kurve in Abb. 2 gibt die maximal erzielten Gluconsiuremengen, nach 
30tagiger Bebriitung, jedoch bei 30°C wieder. In ihrem ersten Teil 
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fallt sie fast vollstandig mit der Kurve bei 20°C zusammen. Thr Maxi- 
mum, das sie bei einem Gehalt von 40 ° Traubenzucker in der urspriing- 
lichen Lésung erreicht, ist jedoch wesentlich nach rechts verschoben. 
Aus den beiden Kurven der Abb. 2 geht deutlich hervor, daB Trauben- 
zuckerkonzentrationen von 50°, bei 20°C von dem Bakterienstamm 
praktisch nicht oxydiert werden, wahrend bei 30°C noch eine ganz 
erhebliche Wirkung festzustellen war. Héhere Konzentrationen wurden 
weder bei 20° noch bei 30°C verandert. 


Zusammenfassung. 


Es wurden die Mengen an Gluconsaure bestimmt, die vom Bacterium 
gluconicum (Hermann) bei 20° und 30°C innerhalb bestimmter Zeiten 
in Lésungen gebildet werden, die urspriinglich 2, 5, 10, 20, 40, 50, 55 
und 60° reine Glucose in Hefewasser enthielten. Dabei ergab sich, 
daB bei 20°C nach 30tagiger Bebriitung ein Maximum an Gluconsiéure 
in 20 °,iger Glucoselésung gebildet wird. Bei 30°C wird unter den sonst 
gleichen Bedingungen die gréBte Menge Glucose in einer 40 igen 
Glucoselésung oxydiert, wobei bis zu 22,5°%, Gluconsaure entsteht. 

Bei 20°C werden 2 bis 10 %ige Lésungen, bei 30°C 2- bis 20 °,ige 
Lésungen im Verlauf von héchstens 30 Tagen quantitativ oxydiert. 
50 %ige Lésungen zeigen nur bei 30°C starke Saurebildung, wahrend 
55 und 60 %ige Lésungen praktisch weder bei 20° noch bei 30° C wesent- 
lich verandert werden. 
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Uber Metallwirkungen. 
IV. Mitteilung!: 
Weiteres iiber die Beeinflussung der Blutgerinnung durch Metalle. 
Von 
H. Hausler und L. Vogel. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Graz.) 
(Eingegangen am 8, August 1936.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Arbeit (1) hatte der eine von uns (Hdusler) 
die Beeinflussung der Blutgerinnung durch Metalle in vitro untersucht. 
Es hatte sich ergeben, daB Schwermetalle, zu Blut zugesetzt, dessen 
Gerinnung entsprechend ihrem Aquivalentgewicht in gleichem AusmaB 
hemmen bzw. bei Konzentrationen iiber etwa m 300 vollstandig 
aufheben. Im Gegensatz dazu hatten die Erdalkalien eine fordernde 
Wirkung auf die Blutgerinnung in vitro gezeigt, Magnesium und Mangan 
sie unbeeinfluBt gelassen bzw. eine Ubergangsstellung zwischen diesen 
beiden Gruppen eingenommen. Es hatten sich somit im Falle der Blut- 
gerinnung die untersuchten zweiwertigen Metalle in eine der Ordnung 
nach den elektrolytischen Lésungsdrucken entsprechende Reihe bringen 
lassen (Ba, Sr, Ca, Mg, Mn, Zn, Fe™, Cd, Co, Ni, Pb, Cu), wobei deren 
Anfangsglieder, namlich die Erdalkalien, die Gerinnung férdern und 
Magnesium und Mangan zu den gerinnungshemmenden Schwermetallen 
iiberleiten. Da diese Reihenfolge gleichwertiger Kationen bei vielen 
physiologischen Wirkungen, besonders wo es sich um Kolloidbeein- 
flussungen handelt, immer wiederkehren (2) und da sich damals schon 
ergeben hatte, daB die bei Schwermetallzusatz beobachtete Gerinnungs- 
hemmung im Gegensatz zu den Verhialtnissen beim Oxalatblut durch 
Rekalzifizierung nicht wieder riickgingig gemacht werden konnte, 
untersuchten wir zunichst, ob die Schwermetalle etwa dadurch die 
Blutgerinnung in vitro hemmen, daB sie den kolloidalen Zustand des 
Fibrinogens im Sinne einer Ausflockung beeinflussen. 

Untersuchung des im Plasma nach Metallzusatz gelést bleibenden Fibrinogens. 

Wir benutzten zu diesen Versuchen Rinderplasma und bedienten 
uns zur Bestimmung des Fibrinogens der gravimetrischen Methode 
von Gram (3) mit den fiir unsere besonderen Zwecke notwendigen 
Anderungen. 

1 [. Mitteilung: diese Zeitschr. 275, 187, 1935; II. Mitteilung: ebenda 
275, 204, 1935; IIL. Mitteilung: Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 178, 420, 
1935. 
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Das Blut wurde im Schlachthaus mit soviel 4°iger Natriumcitrat - 
losung aufgefangen, daB dessen Endkonzentration 0,4° betrug, sofort 
zentrifugiert und das klare, zellfreie Plasma zum Ansatz verwendet. Die 
Mehrzahl der Versuche stellten wir derart an, daB wir zu 20 bzw. 25 eem 
Plasma lecem der zu untersuchenden Lésung in entsprechender Kon- 
zentration Tropfen fiir Tropfen unter staéndigem Umschiitteln hinzufiigten, 
die Mischung eine Viertelstunde bei Raumtemperatur stehen lieBen, dann 
entweder nach Filtration oder Abzentrifugieren je 2 ccm der Mischung in 
flachen Wageschilchen mit 9 cem 0,9 %iger NaCl und 2 ccm | %iger CaCl, 
versetzten und auf 2 Stunden in den auf 37°C eingestellten Brutschrank 
stellten. Nach dieser Zeit ist der Inhalt der Wageschilchen je nach der 
Menge des darin enthaltenen Fibrinogens mehr oder weniger gelatiniert 
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und man kann, ohne daB Spuren zuriickbleiben, die koagulierte Masse auf 
Filtrierpapier tibertragen. Durch Verwendung von mehreren iibereinander- 
liegenden Schichten entsprechend zugeschnittenen Papieres gelang es leicht, 
das Wasser abzusaugen, bis schlieBlich auf dem obersten Papier eine kreis- 
formige, diinne Membran zuriickblieb, die beim Eintauchen in Wasser 
unverletzt flottierend erhalten werden konnte. Diese Membran wurde in 
destilliertem Wasser 20 Minuten lang gewaschen, hierauf zur Entfernung 
des Wassers und der Lipoide fiir 5 Minuten mit absolutem Alkohol und fiir 
weitere 5 Minuten mit Ather behandelt; sie sah dann wie ein Stiick diinnen 
Papiers aus und kam in den Thermostaten bis zur Gewichtskonstanz, die 
in allen Fallen in 2 Stunden erreicht war. Zu den Kontrollproben kam an Stelle 
der zu untersuchenden Lésung 1 cem 0,9 %ige NaCl-Lésung oder 1 ccm H, 0. 
Es zeigte sich, daB diese letzteren Zusitze den urspriinglichen Fibrinogen- 
gehalt des Rinderplasmas nicht verinderten. Er betrug, berechnet auf 
100 cem Plasma, zwischen 0,4 bis 0,6 g und ist damit in der GréBenordnung 
der fiir Rinderplasma in der Literatur angegebenen Werte (4). Die Kon- 
zentration der von uns untersuchten Metallésungen schwankte entsprechend 
unserem seinerzeitigen Befund, daB von m/300 aufwarts die Gerinnung 
vollstaindig ausbleibt, zwischen m/1000 und m/125. In einer weiteren 
Versuchsreihe fiigten wir entsprechend der Metallkonzentration gewahlte 
Mengen von Salzsiure bzw. Schwefelséure hinzu. Die [H'] der Ansatz- 
mischung kontrollierten wir in jedem Falle elektrometrisch. 


Das Ergebnis der Untersuchung ist aus den Abb. 1 bis 7 zu ersehen, 
in welchen simtliche Versuche eingezeichnet sind und die durch Linien 
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verbundenen Punkte je einen Versuch mit je einem Plasma darstellen. 
Aus Abb. 1, 2 und 3 ergibt sich, daB die Schwermetalle Cu, Zn, Cd in 
einer Konzentration zwischen 2 bis 5 Millimol pro Liter das Fibrinogen 
vollkommen ausfallen. Die Versuche mit Mn und Mg (Abb. 4 und 5) 
zeigen, daB durch diese Kationen auch bis zur héchsten von uns unter- 
suchten Konzentration von m/125 iiberhaupt keine Fallung des Fibri- 
nogens stattgefunden hat. 


Zum Vergleich der Schwermetallwirkungen auf das Fibrinogen 
stellten wir im Sinne von Lorber (5), nach dem die gréBte Flockung 
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im Serum durch Schwermetallsalze ebenso wie durch deren freie Saure 
und auch durch schwachere (organische) Sauren in aquivalenten Konzen- 
trationen hervorgerufen wird, auch Versuche mit Salzsaure und Schwefel- 
siure an, die wir in entsprechenden Mengen dem Plasma zufiigten. 
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Wie aus Abb. 6 und 7 hervorgeht, zeigten diese keine Ausfallung des 
Fibrinogens bis zu den hécbsten, friiher erwahnten, von uns untersuchten 
Konzentrationen. 


Es ergibt sich somit aus den beschriebenen Versuchen, daB die 
Schwermetallsalze die Blutgerinnung dadurch hemmen, daB sie das 
Fibrinogen ausfallen, und zwar entspricht die wirksame Konzentration 
derjenigen, die seinerzeit aus den Versuchen mit Gesamtblut fiir die 
fliissige Phase des Blutes zu m/200(1) errechnet worden war. In- 
wieweit bei dieser Flockung des Fibrinogens die durch Kupfer hervor- 
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gerufene Anderung der Zustandsform des Calciums eine Rolle spielt (6), 
soll an Hand der Versuchsprotokolle im Zusammenhang an anderer 
Stelle erértert werden. 


Uber die Beeinflussung der Gerinnungszeit von Kaninchenblut 

nach Metallinjektionen 
(unter teilweiser Mitarbeit von H. Schnetz). 

Da die Metalle die Blutgerinnung in viel niedrigerer Konzentration 
hemmen als andere chemisch definierte, gerinnungshemmende Mittel (1), 
untersuchten wir im Hinblick auf eine eventuelle therapeutische An- 
wendung, ob und wie lange die Blutgerinnungszeit in vivo nach Vor- 
behandlung mit Metallen gehemmt wird. Als Versuchstiere benutzten 
wir Kaninchen. Die Blutgerinnungszeit wurde im Biirker schen Apparat (7) 
bestimmt, und zwar wahlten wir als Versuchstemperatur 18°, da hier 
zufolge der langeren Dauer des Normalwerts (5 Minuten) Gerinnungs- 
forderungen deutlicher zum Ausdruck kamen als bei hGherer Temperatur. 
Da alle intravenés injizierten Substanzen, darunter auch die Metalle, 
sehr rasch aus dem Blute schwinden, und von den Metallen iiberdies 
bekannt ist, daB sie in der Leber gespeichert werden, andererseits die 
Resorptionsverhaltnisse nach peroraler Darreichung nicht vollig ein- 
deutig sind, bedienten wir uns der genaueren Dosierung halber zur 
Vorbehandlung unserer Versuchstiere der subcutanen Injektion. Die 
Versuche wurden derart angestellt, da8 die Tiere durch mehrere Tage 
hindurech Metallsalzinjektionen erhielten und vor bzw. in gewissen 
Abschnitten nach der Injektion die Blutgerinnungszeit ermittelt wurde. 
Taglich wurde auch ein- bis zweimal eine geniigende Menge Blut in 
Citrat aufgefangen, um mit dem daraus gewonnenen Plasma Doppel- 
bestimmungen von Fibrinogen vorzunehmen. Die Normalwerte fiir 
Fibrinogen beim Kaninchen betrugen 0,25 bis 0,27 g pro 100 cem Plasma, 
waren somit erheblich geringer als die nach der gleichen Methode am 
Rinderplasma gefundenen Werte und zeigten diesem gegeniiber auch 
viel geringere individuelle Schwankungen. 

Zuniachst seien die Kontrollversuche, in denen anstatt der Metall- 
salze NaCl injiziert wurde, und die Versuche mit MnCl,, das ja keinen 
Einflu8 auf die Gerinnung in vitro gehabt hatte, erwahnt. Da sie beide 
das gleiche Bild boten, indem namlich bei den Mn-Versuchen ebenso 
wie in den Kontrollversuchen mit NaCl trotz sehr zahlreicher Unter- 
suchungen weder eine Anderung der normalen Gerinnungswerte noch 
des Fibrinogengehalts gefunden werden konnte, kénnen wir uns die 
ausfiihrliche Darlegung der Versuchsdaten ersparen und auf die Mit- 
teilung der Ergebnisse beschranken. Demgegeniiber zeigten die mit 
den Schwermetallen Cu und Zn angestellten Versuchsreihen ein ganz 
anderes Bild. In Abb. 8 und 9 seien von den vielen dieser Fragestellung 
gewidmeten Untersuchungen zwei typische Versuchsreihen, und zwar 
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fiir Cu und Zn, der Ubersicht halber graphisch dargestellt. Die taglich 
verabreichte Metallmenge betrug 2 mg Cu bzw. Zn in Form ihrer Salze 
und wurde meistens auf drei Injektionen verteilt. Die in den Abbildungen 
eingetragenen Gerinnungswerte sind das Mittel aus mehreren auf- 
einanderfolgenden Bestimmungen. In erster Linie fallt auf, daB die 
Kurve der Blutgerinnungszeit nahezu ein Spiegelbild der Fibrinogen- 
kurve darstellt, d. h. wenn immer fiir die Blutgerinnungszeit hohe Werte 
gefunden wurden, war der Fibrinogengehalt des Blutes vermindert 
und umgekehrt. Es haben also auch im lebenden Tiere die Schwer- 
metalle letzten Endes einen 


7 bare ‘i tTag 20g slag) =4%Tag = SJag &Tag 
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Fibrinogen 





auf den Fibrinogengehalt 
des Blutes. 


Kurze Zeit nach der In- 
jektion von Schwermetallen 
war fast regelmaéBig, be- 
sonders bei Verwendung 
gréBerer Dosen, eine ver- 
langerte Gerinnungszeit zu 
heobachten, die vielleicht die 4-4 aT : oe 
gleiche Ursache hat wie die | 
in vitro auf Metallzusatz be- } 
obachtete, mdédglicherweise Abb. 8. Versuch mit CuS0,. 
aber auch auf eine ver- 
minderte Fibrinogenabgabe tTag 2lag slag =¥lag SJag 670g 
aus dessen Bildungsstatten tn Tag ~2.Lnj Jag ~3.Ly. Tag ~4.Lyy. lag 
zuriickzufiihren ist. Diese | | , | 
in den Abb. 8 und 9 nicht 
eingezeichnete Gerinnungs- 
hemmung hielt aber nicht 
lange an, sondern machte 
bald wieder normalen Werten 
Platz, wie aus folgendem 
Beispiel ersichtlich ist, das 
als ein Fall der im gleichen 
Sinne verlaufenen Beobach- 
tungen dieser Art dargestellt Abb. 9. Versuch mit ZnS0,. 
sein mag: Kaninchen 3 
(2,60 kg) erhielt eine s. c. Injektion von 2 mg Cu (in Form des Harnackschen 
Salzes); Blutgerinnungszeit vor der Injektion (= Normalwert bei 18°C): 
5 Minuten, nach 40 Minuten: 7, nach 60 Minuten: 8, nach 80 Minuten: 7, 
nach 100 Minuten (und weiterhin durch 2 Stunden): 5 Minuten. In manchen 
Versuchen wurde nach der erwahnten Gerinnungshemmung der Normalwert 
iiber eine kurze gerinnungsférdernde Phase (3 Minuten) erreicht. Wahrend 
der Gerinnungshemmung war der Fibrinogengehalt des Plasmas ent- 
sprechend (um 40 bis 50°) vermindert. Diese Verhiltnisse gelten haupt- 
sachlich fiir den ersten Injektionstag, konnten aber 6fters auch nach jeder 
folgenden Injektion beobachtet werden. 
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Wahrend die Gerinnungszeit am ersten Injektionstag zum Normal- 
werte von 5 Minuten zuriickkehrte und auf diesem Stand blieb, zeigten 
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bei Weiterbehandlung mit Metallen die Ausgangswerte (oft schon am 
2. Injektionstag) Abweichungen vom Normalwert im Sinne einer 
Férderung der Blutgerinnung, die dann wahrend der folgenden Injektions- 
tage durchaus anhielt und, wie aus den Kurven der Abb.8 und 9 hervor- 
geht, mit gleichzeitiger Steigerung des Fibrinogengehalts des Blutes 
einhergeht. 

Es fragt sich nun, worauf diese Zunahme des Fibrinogens zuriick- 
zufiihren ist. Bekanntlich ist die Leber, abgesehen von allen ihren 
anderen Funktionen, eine Abfangungsstatte besonders fiir Metalle, 
die teils in den Leberzellen selbst, teils in dem Reticuloendothelial- 
system gespeichert werden und die Funktion der Leber beeinflussen. 
So hat z. B. der eine von uns (Hdusler) als Hauptsitz der Beeinflussung 
des Kohlenhydratstoffwechsels durch Metalle die Leber feststellen 
kénnen (8). Da dem RES. besonders der Leber eine wichtige Rolle 
fiir die Bildung des Fibrinogens zukommt [Nolf, Doyon u. a. (9)], liegt 
es nahe, daran zu denken, daB die nach Metallbehandlung auftretende 
Gerinnungsbeschleunigung des Blutes, da sie mit Fibrinogenvermehrung 
einhergeht, eine von den in der Leber abgefangenen Schwermetallen 
verursachte Wirkung ist. 


Zusammenfassung. 


1. Die Blutgerinnungshemmung durch Metalle in vitro beruht 
letzten Endes auf einer teilweisen bzw. vélligen Ausflockung des Fibri- 
nogens. 

2. Nach einmaliger Injektion von Schwermetallen zeigen Kaninchen 
eine kurzdauernde Blutgerinnungshemmung mit gleichzeitiger Ver- 
minderung des Fibrinogengehalts des Blutes. 

3. Nach langer dauernder Metallvorbehandlung der Versuchstiere 
tritt eine Gerinnungsférderung auf, die durch die gleichzeitig nach- 
gewiesene Fibrinogenvermehrung des Blutes bedingt ist. 


Literatur. 
1) H. Haéusler u. H. Schnetz, diese Zeitschrift 275, 187, 1935. — 2) Vgl. 
R. Hoéber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe. — 3) H. C. Gram, 


J. of biol. Chem. 49, 279, 1921. — 4) Vgl. z. B. Reye, zitiert nach A. Fonio, 
Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 4/1, 340, 1928. — 5) L. Lorber, diese 
Zeitschr. 183, 16, 1927. — 6) H. Hdusler, Klin. Wochenschr. 138, 380, 1934/1; 
vgl. z. B. auch H. Dyckerhoff u. H. F. Ktirten, diese Zeitschr. 284, 111, 1936. 
7) K. Birker, Pfliigers Arch. 118, 452, 1907; 149, 318, 1912. — 8) H. Hausler 
u. H.Schnetz, diese Zeitschr. 275, 204, 1935; Schmiedebergs Arch. 178, 420, 
1935; ebenda im Druck. — 9) Literatur bei LE. Wéhlisch, Ergebn. d. Physiol. 
28, 538ff., 1929; vgl. auch A. Held u. C. H. Bohr, Klin. Wochenschr. 1934, 
II, S. 1120. 
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Uber Potentialmessungen an Geschwulstgeweben. 
Von 
R. Bierich und A. Lang. 
(Aus dem Krebsinstitut der Universitat Hamburg.) 
(Eingegangen am 14, August 1936.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die vorliegenden Versuche wurden in den Jahren 1932 bis 1933 
unternommen, mit dem Ziel, Redoxpotentiale in Geschwiilsten zu 
messen. Denn da nachgewiesen war, daB der Stoffwechsel der Krebs- 
gewebe von der Norm abweicht, konnte sich diese Veranderung auch in 
einem von der Norm abweichenden Potential bzw. in einer abweichenden 
Reduktionsgeschwindigkeit zeigen. Eine Storung in der Geschwindigkeit 
des Ablaufs der Reduktionen im Krebsgewebe war im hiesigen Institut 
zunachst durch den Befund erwiesen worden, daB die Reduktionszeit 
des Cytochroms im Krebsgewebe verlangert ist (1). Aus ihm folgt, daB 
zumindest auch eine Stérung des nachstuntergeordneten reduzierenden 
Systems besteht. 

Uber Redoxpotentiale in Tumoren liegt eine Reihe von Arbeiten vor. 
Voegtlin fand im Gegensatz zu Drew, daB Rattencarcinome keine geringere 
Reduktionskraft als viele normale Gewebe haben [zit. nach L. Michaelis (2)). 

E. Soru (3) hat aerobe Potentiale am lebenden Tier elektrometrisch 
gemessen. Sie fand, dafS Spontantumoren der Maus sowie Jensen-Sarkom 
der Ratte negativere Werte als gesunde Gewebe zeigten. Pflanzentumoren 
hatten positivere Potentiale. A.F. Ladeck (4), der die Thunbergsche 
Methode benutzte, fand fiir Krebsgewebe eine erhebliche Verzégerung der 
Reduktion des Methylenblaus, ebenso H. Heinlein. A.H. Roffo (5) maB 
elektrometrisch Suspensionen von Geweben und fand unter anaeroben 
Bedingungen fiir Carcinom und Sarkom positivere Potentiale als fiir Leber, 
dagegen auch fiir Hirn etwa ebenso hohe Potentiale wie fiir Sarkom. E.S.G@. 
Baron (6) stellte mit der Thunbergschen Methode an mehreren Ratten- und 
Kaninchentumoren fest, daB sie keine geringere Reduktionsgeschwindigkeit 
als normale Gewebe haben. Zusatz von Succinat verkiirzte die Reduktions- 
zeit. Dagegen hatte das Rous-Sarkom eine etwa zehnmal langere Reduktions- 
zeit, und ein Kaninchenmyxédem reduzierte Methylenblau itiberhaupt nicht, 
2, 6-Dichlorphenolindophenol nach 5 Stunden nur zu 40%. 

Bei der Messung von Gewebspotentialen hat man zu unterscheiden 
zwischen aeroben und anaeroben Potentialen. Erstere sind, von einigen 
Sonderfillen abgesehen, mit der heutigen Technik nicht meBbar. Sie ent- 
sprechen keinen thermodynamischen Gleichgewichten und ihre Deutung 
ist sehr strittig. Auch die Deutung der anaerob zu erhaltenen Potentiale 
ist umstritten. Wahrend L. Michaelis sie als ,,Grenzpotentiale“ deutet, 
fiihrt R. Wurmser sie auf zuckerartige Stoffe bzw. ein daraus im Gleich- 
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gewicht entstehendes Redoxsystem zuriick, das als Puffer wirkt und 
das Potential unter anaeroben Bedingungen auf ungefaihr ro =7 
stabilisiert (2). 

Zur Messung von Gewebspotentialen stehen zwei prinzipielle Wege 
zur Verfiigung: die Messung mit Redoxindikatoren und die elektro- 
metrische Methode. Weiter hat man zu unterscheiden die intracellulare 
Potentialmessung, die nur in Sonderfiallen mit diffusiblen Redox- 
farbstoffen méglich ist, und die extracellulare Messung, fiir die beide 
Wege gangbar sind. Wir haben zunachst intracellulare Messungen 
gemacht, indem Rasiermesserschnitte des Gewebes in einer m/1000 
Lésung des Redoxindikators in 0,9 °, NaCl 1 Stunde bei 30° gehalten 
wurden. Dann wurden die Schnitte abgespiilt, auf einen Objekttraiger 
gebracht, mit einem Deckglas bedeckt und die Rander nach Fiillen des 
Zwischenraumes mit 0,9°% NaCl bzw. einer Versuchslésung mit Kitt 
gedichtet. Die benutzten Redoxindikatoren waren: (£, bei pu = 7) 
Methylenblau + 11 Millivolt, Kresylviolett — 166 Millivolt und Bril- 
liantalizarinblau — 173 Millivolt. Die Kammern wurden bei 30° ge- 
halten und zu verschiedenen Zeiten, bis zu 18 Stunden, die fortschreitende 
Entfarbung beobachtet. Aus der Schatzung des Reduktionszustandes 
des nicht véllig reduzierten negativsten Farbstoffes wurde das End- 
potential errechnet. 

Es bleibt bei dieser Art der Messung offen, inwieweit man tatsachlich 
in der Zelle bzw. an den Zellgrenzflichen miBt. Weiter ist bei dieser 
Methode darauf zu achten, daB die zugesetzte Menge Farbstoff die 
Gewebskapazitaét nicht iiberschreitet, wobei dann iiberhaupt keine 
Entfarbung stattfinden kann, selbst wenn das von der Zelle erreichbare 
Potential negativ genug ist. Beziiglich der tiefsten gemessenen Poten- 
tiale ist die Gefahr der Uberschreitung der Reduktionskapazitat eventuell 
besonders groB. 

Unsere spiteren Messungen mit der elektrometrischen Methcde, 
mit der wir vielfach negativere Potentiale gemessen haben, deuten darauf 
hin. Andererseits muB die Farbstoffmenge in Hinblick auf die Beobacht- 
barkeit der Farbung so groB sein, daB man mit dem Beschwerungseffekt 
rechnen muB, was es unmdéglich macht, exakte Beobachtungen iiber den 
zeitlichen Verlauf des Potentialabfalles zu machen. Die Thunbergsche 
Methode miBt an der Zeit, in der eine definierte Menge Methylen- 
blau reduziert wird, die Reduktionsgeschwindigkeit in dem_ be- 
treffenden Potentialbereich. Bei unserer Methodik sind — auch 
wenn in gleich konzentrierten Lésungen angefarbt wurde — gleiche 
Farbstoffmengen nicht garantiert, was méglicherweise durch eine ver- 
schiedene Diffusion bzw. Adsorbierbarkeit in den verschiedenen Ge- 
weben bedingt ist. Wir messen daher nur das niedrigste von den be- 
treffenden Zellen erreichbare Potential und die BeeinfluBbarkeit dieses 
Potentials durch verschiedene Zusitze zur AuBenfliissigkeit. 
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G. de Voss hat am hiesigen Institut in etwa 750 Versuchen das 
Potential von normalen Geweben der Ratte und Maus sowie von Carci- 
nomen und Sarkomen bestimmt und den Einflu8 von Formiat, Succinat, 
Lactat, Urethan, KCN, Glucose, Glutaminsaure, NaF, arseniger Saure 
sowie Cu-, Zn-, Mn-, Fe- und Mg-Salzen auf dieses Potential mit der 
kolorimetrischen Methode untersucht. 

Die Ergebnisse dieser Gewebspotentialmessung sind in der folgenden 
Tabelle I zusammengefaBt. 


Tabelle I*. 





Tumor, Hirn Leber | Niere Hoden Muskel Herz  Lunge 


Normale Ratte . . . —191 —169 —171 -—172 — 156) — 159 | — 160 
Ratte mit Jensen- 
Sarkom ..... |—170 —179 —154 —172 —160 — 154) — 149! — 167 
Ratte mit Flexner- 
Carcinom .... |—1 


Maus mit Adeno- 
Schmidt-Carcinom | — 183 


S 


5|—182 —190 —179 —170' —163 — 163 | — 172 


Von menschlichen Geschwiilsten hatten: 


5 Myome ein Potential von —- 155, —-7, —- 153, —- 27 und —- 180 Millivolt 
4Mamma-Ca ,, is = 57, 130, 136 und 140 Millivolt 

2 Uterus-Ca __,, Pf is 200 und 200 Millivolt 

1] Magen-Ca __,, a ee 200 Millivolt. 


Die Einstellung des Endwertes schwankte zwischen etwa 30 Minuten 
fiir Hirn und 18 Stunden bei Muskel und bei Tumoren. Die Ratten- 
und Mausetumoren zeigten kein anderes Potential als die normalen 
Gewebe. Nekrotische Partien des Tumors hatten ein positiveres 
Potential. Das Potential menschlicher Geschwiilste schwankte von Fall 
zu Fall sehr stark. Den Einflu8 verschiedener Zusatze zur Suspensions- 
fliissigkeit auf das Potential und die Reduktionsgeschwindigkeit zeigt 
folgende Tabelle: 











* - i - ions- 
tial’ | geschwindigkett Potential geschwindigkelt 
m/59 Succinat stark m/4 Urethan unverandert! verzdgert 
; beschleunigt 
m/10 Lactat — | beschleunigt m/50 KCN ‘ ‘ 
m/10 Formiat Z ‘ m/20 NaF ¥ 
m/10 Glutamin- >; 3 = m/32 As» Ox erhoht “i 
saure 2 ” 
m/10 Glucose | - m/50 Zn-Lactat stark erhéht stark 
verzogert 
Veronalacetat verzogert m/50Cu-Lactat sehr stark sehr stark 
erhoht verzogert 


* Alle Potentiale in Millivolt, bezogen auf die Normalwasserstoffelektrode. 
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Ein Einflu6§ der Gewebeart war nicht zu erkennen. Mn, Fe und Mg- 
Salze waren ohne Einflu8. 


Wegen der erérterten Mangel der kolorimetrischen Methode haben 
wir die Versuche zur Potentialmessung in Geweben dann mit der elektro- 
metrischen Messung fortgefiihrt und sie auf zahlreiche menschliche 
Geschwilste angewandt. Dabei wurde das extracellulire Potential in 
einer Suspension von Rasiermesserschnitten des Gewebes gemessen. 
Es wurden Pt-Elektroden verwendet; mit Au-Elektroden wurden in 
einigen Fallen keine anderen Potentiale beobachtet. 

Die Gewebsschnitte wurden in ein kleines zylindrisches GefaB, das auf 
der einen Seite konisch erweitert war und auf der anderen Seite eine Kapillare 
trug, eingebracht und mit Pufferlésung aufgefiillt. Dann wurde die mit 
einer Gummimanschette versehene Elektrode fest in die konische Offnung 
eingedriickt und die Kapillare in verfliissigten Agar-K Cl getaucht ; 1aBt man 
nun die Elektrode los, so zieht sie sich durch die Elastizitat des Gummi- 
ringes etwas zuriick und fiillt dadurch die Kapillare mit Agar. Nachdem 
die Kapillare auch auBerlich ganz mit Agar-KCl iiberzogen ist, werden die 
so vorbereiteten GefiBe in eine KCl-Wanne eingesetzt und die Messung 
gegeniiber einer ges. Kalomeleisktrode vorgenommen. Als Puffer diente 
ein Citrat-Boratpuffer, der mit m/10000 Methylenblau + Kresylviolett 
versetzt war. Der Zusatz der Redoxfarbstoffe erwies sich als ,,Mitnehmer* 
notwendig, doch wurde die Menge sehr gering gehalten. Der Nachweis, 
daB keine Beschwerung eintrat, wurde dadurch erbracht, daB selbst die 
fiinffache Menge an Redoxfarbstoff keinen anderen Potentialverlauf zeigte. 


Die Potentialendwerte sind fiir 15 bis 20 Stunden angegeben, nach 
welcher Zeit in den meisten Fallen der Potentialabfall zum Stillstand 
kam, doch haben wir auch einige Falle beobachtet, bei denen das Poten- 
tial noch weiter abfiel oder wieder anstieg. DaB hierbei sekundare 
Bakterienwirkungen eine Rolle spielen kénnen, ist aus den Arbeiten 
von Clark (7) und Hewitt (8) bekannt, nach denen in Bakterienkulturen 
stark negative Potentiale auftreten. Der Fall Nr. 469, ein Papillom der 
Mamma beim Menschen, erreichte schon nach 2,5 Stunden ein Potential 
von — 310 Millivolt und stieg in der Zeit von 4 bis 20 Stunden wieder 
auf — 210 Millivolt an. Der Kurvenverlauf entspricht durchaus dem 
von Clark fiir B. coli angegebenen. 


Fiir Rattengewebe und Tumoren haben wir folgende Werte gefunden. 





Leber Hirn Niere Milz Muskel Herz Hoden Tumor 





Normale N-Ratte. . |—214|—201|-202/— 61|-—176/—181|-208, — 
Jensen-Ratte. . . . —203|/—197 —201 —130 — | —186 —202 > — 201 
FlexnerJobling-Ratte —211; — — -102; — — — — 178 


Das auffallige Verhalten der Milz bei Tumortieren wurde an ins- 
yesamt 27 Tieren gepriift. Bei einer Jensen-Ratte, bei der der Tumor 
klein geblieben war und schon seit lingerer Zeit herausgeeitert war, 
hatte die Milz einen Potentialwert von — 54 Millivolt. 
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Die elektrometrischen Potentiale liegen etwas negativer als die 
kolorimetrisch ermittelten, was wohl auf den vorher erwahnten Be- 
schwerungseffekt zuriickzufiihren ist. Im iibrigen zeigen auch hier die 
Tiertumoren kein anderes Potential als die normalen Gewebe. 

Die Ergebnisse der Messung an menschlichen Geschwiilsten sind in 
der folgenden Tabelle (S. 416) angefiihrt. 

Im Gegensatz zu normalen Geweben und den _ Tiertumoren 
schwanken die Werte fiir verschiedene Tumoren auBerordentlich stark. 
Zum Teil spielt hier sicher die bei Tiertumoren gefundene Tatsache mit, 
daB nekrotische Teile des Tumors ein positiveres Potential haben. 
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Abb. 1. Kurve des zeitlichen Potentialverlaufs. 
1. Rattenniere 5. Rattenmuskel 
2. Rattenleber 6. Rattenmilz (Jensensarkom) 
3. Ratten-Jensensarkom 7. Rattenmilz (Normal) 
4. Rattenhirn 8. Menschliche Carcinome und Myome 


Fir das Carcinom 467 wurde neben einem guten Teil ein aus- 
gesucht nekrotisches Stiick des Tumors untersucht, dafiir aber nur ein 
10 Millivolt positiveres Potential gefunden. Im Melanosarkom 498 
zeigten die deutlich abgesetzten braunen Partien, die ein Potential von 
— 125 Millivolt hatten, gegeniiber den grauen Partien, die — 215 Milli- 
volt hatten, eine sehr viel geringere Reduktionskraft. Dies ist im 
Hinblick auf die ja oxydative Farbstoffbildung bemerkenswert. Die 
Myome 433, 437, 455, 459 und der Haupttumor bei Myom 464 hatten 
selbst nach 20 Stunden nur Potentiale von + 100 bis + 300 Millivolt. 
Sie waren graurétlich gefarbt und es lieB sich im Geschwulstgewebe 
spetroskopisch Methimoglobin’ nachweisen: das Gewebe war also 
abgestorben. An der Peripherie dieses Myoms 464 hatte sich ein neuer 


weiBer kleiner Knoten gebildet, der ein Potential von — 181 Millivolt 
zeigte. 
Normale Rattenorgane — Niere, Leber, Milz erreichen ihren 


Endwert schon nach etwa 2 Stunden. Die Milz bei Jensen-Sarkomratten, 
die ein um 70 Millivolt negativeres Potential hat, erreicht diesen End- 
wert nach 10 Stunden. Rattenhirn erreicht ihn in 1] Stunden. Die 
Reduktionsgeschwindigkeit ist kleiner bei Jensen-Sarkom, Rattenmuskel 
und bei menschlichem Carcinom und Myom. Bei diesen Geweben 
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werden sehr starke Schwankungen gefunden und es ist anzunehmen, 
daB diese mit dem mehr oder minder groBen Gehalt der Tumoren an 
zugrunde gehenden Zellen zusammenhingen. 

Uber den Einflu8 verschiedener Zusitze zur Suspensionsfliissigkeit 
wurden folgende Beobachtungen gemacht. ZnSO, in m/50 Konzentra- 
tion erniedrigt die Reduktionszeiten sehr stark, das Potential wird dabei 
um etwa 50 Millivolt erhéht. m/100 Mn hat kaum einen Einflub, 
ebensowenig m/10 Glucose. m/100 Co erhéht das Potential nur wenig 
und verlingert die Reduktionszeit etwas. m/100 Ni hat beziiglich 
dieser Wirkungen einen starkeren EinfluB als Co. Den starksten EinfluB 
auf die Reduktionsgeschwindigkeit hat Cu. Konzentrationen von 
n/100 Cu hemmen die Reduktion fast vollstandig, auch n/500 Lésungen 
haben noch einen sehr starken Einflu8. Ohne Einflu8 auf Potential 
und Reduktionsgeschwindigkeit wurde Thyroxin gefunden, das in 
Konzentrationen von 10-4 bis 10-® verwendet wurde. 

Auch wir sind mit L. Michaelis der Meinung, daB ein Fortschritt 
in der Erkenntnis der Oxydoreduktionsvorginge im Gewebe nur durch 
Studium der reversiblen Redoxsysteme zu erwarten ist, die in ihm ent- 
halten sind. Wir haben daher im AnschluB8 an diese Arbeit das Potential 
der Farbstoffkomponente des gelben Ferments gemessen (9). Wir 
méchten bei dieser Gelegenheit die Angabe von K.G. Stern (10), daB 
die von uns dabei gemessenen Potentiale zu hoch seien, dahin richtig 
stellen, da&B bei Umrechnung auf gleiche Temperatur die Potentiale 
zwischen pu 3 bis 6,5 vollig iibereinstimmen und im starker alkalischen 
Gebiet bis etwa 8 Millivolt positiver sind. 

Man kénnte aus der Tatsache, dal} einige Tamoren in relativ kurzer 
Zeit recht tiefe Potentiale erreichen, schlieBen, daB die intakten Krebs- 
zellen keine geringere Reduktionsintensitat besitzen als normale Zellen. 
Ob nicht auch ihre Reduktionsgeschwindigkeit geringer ist, kann ein- 
wandfrei nicht festgestellt werden. Sicher ist diese in den zugrunde 
gehenden Krebszellen geringer, so daB in ihnen unter aeroben Bedin- 
gungen ein héheres Gewebspotential herrschen wird. Dies kénnte fiir 
den Aktivitaétsgrad jener Fermente von Bedeutung sein, die vom 
Redoxpotential ihres Milieus gesteuert werden. 


Literatur. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 246, 1929. —- 2) Oxydationsreduk- 
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‘ber die scheinbare Stickstoffassimilation keimender Erbsen. 


Von P. W. Wilson. 
(Aus dem Laboratorium der agrikulturbakteriologischen und agrikultur- 
chemischen Abteilung, Universitat Wisconsin, USA.) 


(Eingegangen am 18. August 1936.) 


Unter dem obenstehenden Titel haben kiirzlich LE. M. Smith und 
ich (1) eine Arbeit veréffentlicht tiber die behauptete asymbiotische 
Assimilation atmospharischen Stickstoffs in keimenden Erbsen. Seit 
der Veréffentlichung sind Anfragen in bezug auf die zur Berechnung 
der Ergebnisse angewandte Methodik an mich gerichtet worden, zu- 
gleich mit der Vermutung, daB das scheinbare Anwachsen im Prozent- 
satz Stickstoff, welches von uns beobachtet wurde, durch einen Verlust 
im Trockenmaterial entstanden sei, der sich mit der Entwicklung der 
Samlinge decke. Da diese Erklirung fiir die positiven Ergebnisse 
von Vita (2) und Haritantis (3) von Engel (4) und neuerdings auch von 
Skallau (5) herangezogen wurde, scheint es nétig, diese Betrachtungs- 
weise des Problems zu besprechen. 

Als NV. Vita 1932 erstmalig ihre Ergebnisse veréffentlichte, schrieb 
ich ihr, ob die richtige Erklarung ihrer Angaben nicht etwa 
lediglich auf einen Verlust an Trockengewicht der gekeimten 
Samlinge mit einem daraus folgenden Anstieg des Prozentgehalts an 
Stickstoff zuriickzufiihren sei. Sie erwiderte, daB dies nicht der Fall 
sei, da alle Stickstoffberechnungen, sowohl bei gekeimter als ungekeimter 
Saat, auf das urspriingliche Trockengewicht der benutzten Saat, das ist 
auf etwa 5g, bezogen wurden. Die Verwendung von Prozenten Stick- 
stoff (bezogen auf das urspriingliche Trockengewicht) bietet gewisse 
Vorteile, da dadurch der Stickstoffgehalt fiir die Gewichtseinheit der 
benutzten Saat angegeben, und so die Differenz im Trockengewicht 
korrigiert wird. Diese Differenz riihrt daher, daB fiir jeden Versuch 
eine ganze Anzahl von Samen genommen werden miissen und daher 
das urspriingliche Trockengewicht der verschiedenen Proben etwa 
1 bis 2% abweichen kann, selbst wenn die Saat méglichst einheitlich 
ausgewahlt wird. 

Wegen dieser Vorteile, und um unsere eigenen Angaben mit den 
schon veréffentlichten direkt vergleichbar zu machen, gaben E. M. Smith 
und ich alle unsere Ergebnisse in Prozent-Stickstoff, bezogen auf das 
urspriingliche Trockengewicht der Saat an. Die FuBnote zu Tabelle I 
unserer Veréffentlichung (die auf alle Tabellen anwendbar ist) besagt, 
daB die angegebenen Zunahmen bzw. Verluste die Prozentgehalte an 
Stickstoff darstellen, die sich auf das Trockengewicht der Saat (nicht 
der Keimlinge) beziehen. Diese Art der Berechnung ist ebenfalls in 
der Bemerkung eingeschlossen, daB die Samen im Kjeldahl-Kolben 
zum Keimen gebracht wurden, so daB es nicht notwendig war, den Inhalt 
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fiir die Stickstoffbestimmung zu iiberfiihren —, offensichtlich wurden 
also mit dieser Methode keine Trockengewichtsbestimmungen an 
keimenden Saimlingen gemacht. Werden die absoluten Stickstoff- 
mengen gebraucht, so berechnen sich diese aus den veréffentlichten 


Angaben durch Multiplikation mit jeweils 2,5 g, d.h. dem ungefahren 


Saatgewicht (genau 2,46 bis 2,54 g). 

Diese Betonung der Tatsache, da die von uns berichteten Ergebnisse 
nicht auf der Berechnungsmethode beruhen, darf nicht dahingehend aus- 
gelegt werden, daB wir die Ansicht vertreten, daB eine Assimilation von 
freiem Stickstoff stattgefunden habe. Wir zeigten, daB die von uns beob- 
achtete scheinbare Stickstoffzunahme durch zwei Umstande bedingt wurde: 

1. Die verwendete Kjeldahl-Methode gab héhere Stickstoffwerte bei 
den Erbsen, falls die Zersetzung in Gegenwart von Wasser durchgefiihrt 
wurde (dieses war der Fall bei den gekeimten Samlingen). 

2. Unterschiede im Stickstoffgehalt der benutzten Samen; die GréBe 
derselben ermittelten wir durch eine statistische Behandlung der Daten. 

Wenn man diese beiden Punkte beriicksichtigt, sind die beobachteten Zu- 
nahmen statistisch nicht beweisend. In einigen Versuchen kann das Uber- 
wiegen der Zunahmen gegeniiber den Abnahmen als Anzeichen einer kleinen 
aber tatsachlichen Stickstoffvermehrung bei der Keimung angesehen 
werden; dagegen wurde in anderen Versuchen das Gegenteil gefunden. Eine 
Erklarung dieser Unstimmigkeiten bot sich durch eine Untersuchung der 
Genauigkeit der AKjeldahl-Methode fiir biologisches Material. Angaben in 


der Literatur sowohl als auch unsere eigenen zeigen, daB die Kjeldahl- 


Methode nicht fiir den Nachweis der Stickstoffassimilation anwendbar ist, 
wenn der Nachweis lediglich aus Differenzen im Stickstoffgehalt erbracht 
werden kann, der in verschiedenen Entwicklungsstadien eines Organismus 
(Bakterien oder Pflanzen) ermittelt wird. Dies beruht darauf, daB biologi- 
sches Material Stickstoffverbindungen enthalt — cyklische Verbindungen, 
Prolin, Alkaloide, Lysin, Proteine usw. —, die durch die A jeldahl-Methode 
nicht genau bestimmt werden. Sind diese im Verlauf des Versuchs einer 
Verinderung unterworfen (wie bei der Keimung von Samen oder dem 
Wachstum eines Mikroorganismus), dann liegt die Vermutung nahe, daB 
die gemessenen Abweichungen im scheinbaren Stickstoffgehalt nur Ver- 
ainderungen der Stickstoffverbindungen und nicht der Gesamtmenge dar- 
stellen. Ob dies die richtige Erklarung der positiven Ergebnisse von Vita 
und Haritantis ist oder nicht, ist relativ unwesentlich; der Nachweis, daB 
die Methode nicht quantitativ fiir Stickstoffverbindungen arbeitet, deren 
Anwesenheit bekannt ist, macht alle weitreichenden Schliisse unannehmbar, 
die sich lediglich auf die mit dieser Methode durchgefiihrten Analysen 
stutzen. 

Bis ein weiterer Beweis erbracht wird, der auf einer Methode beruht, 
die bei allen Stickstoffverbindungen quantitativ arbeitet, bleibt die 
Behauptung einer Stickstoffassimilation entschieden offen. 


Literatur. 
1) BE. M. Smith u. P. W. Wilson, diese Zeitschr. 282, 1, 1935. 
2) N. Vita, ebenda 252, 278, 1932. 3) B.S. Haritantis, Zeitschr. f. Pflanzen- 


ernahr., Dung u. Bodenkde. 84, 257, 1934. 4) H. Engel, Centralbl. f. Bakt. 
II. Abt., 91, 205, 1934. 5) W. Skallau, ebenda Il. Abt., 98, 244, 1936. 
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jinige Untersuchungen iiber den Cholesteringehalt 
der menschlichen roten Blutkérperchen. 


Von 
Georg C. Brun. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 18, August 1936.) 


Trotz zahlreicher Arbeiten iiber den Cholesteringehalt mensch- 
licher Erythrocyten ist diese Frage bei weitem noch nicht hinreichend 
geklart. Erstens weichen die angegebenen Normalwerte stark von- 
einander ab, zweitens besteht Uneinigkeit dariiber, inwieweit die roten 
Blutkérperchen Estercholesterin enthalten. 

Folgende Gesamtcholesterinwerte sind von friiheren Untersuchern bei 
normalen Menschen gefunden worden. Grigaut und l’Huillier (1) finden 
Werte von 130 bis 171 mg-% (4 Falle), Jscovesco (2) von 85 bis 105 mg-% 
(3 Falle), Beumer und Birger (3) 116 mg-% (1 Fall), Bloor (4) von 170 
bis 230 mg-°, bei Mannern (14 Falle) und von 190 bis 240 mg-% bei 
Frauen (7 Faille), Rosenthal (5) von 104 bis 147 mg-% (5 Falle), Richter- 
Quittner (6) von 88 bis 97 mg-% (4 Falle) und Oser und Karr (7) von 62 
bis 156 mg-% (18 Fille). 

Was die Anwesenheit von Estercholesterin in normalen Menschen- 
erythrocyten betrifft, so findet Rosenthal (5) in einem Falle Spuren von Ester- 
cholesterin, in einem anderen Falle ist ungefahr die Halfte des gefundenen 
Cholesterins als Ester gebunden. In den iibrigen drei Fallen findet er nur 
freies Cholesterin. Richter-Quittner (6) hat niemals Cholesterinester in roten 
Blutkérperchen gefunden, und Sperry (8) hat in den roten Blutkérperchen 
von zehn gesunden Personen gleichfalls nur freies Cholesterin nachweisen 
k6nnen. 

Es war die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, ein gréBeres Material 
zur Feststellung der Cholesterinnormalwerte zu sammeln und zu unter- 
suchen, ob normale, menschliche Erythrocyten estergebundenes Chole- 
sterin enthalten. 

Experimenteller Teil. 

Ich habe bei 25 normalen Mannern und 25 normalen Frauen den 
Gehalt der roten Blutkérperchen an freiem und Gesamtcholesterin 
untersucht. Alle Werte sind Niichternwerte; die untersuchten Frauen 
befanden sich in einer intermenstruellen Periode. 


Das Blut wurde mittels Venenpunktion entnommen und, um Gerinnung 
zu verhindern, mit ungefahr '/,°/9, pulverisiertem Heparin (L6venskemiske 
Fabrik, Kopenhagen) versetzt. Das Blut wurde etwa 30 Minuten zentri- 
fugiert (10000 Umdrehungen pro Minute), die tiberstehende Schicht von 
Plasma und weiBen Blutkérperchen sorgfaltig abgesaugt und mit einer 
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Prazisionsspritze eine fiir die Analyse hinreichende Menge der von Plasma 
ganz befreiten Blutkérperchenmasse abgemessen und mit genau dem 
doppelten Volumen Wasser versetzt. 

Das Analysenverfahren war im iibrigen, mit einigen Modifikationen, 
das von mir ausgearbeitete und friither beschriebene (9). Der mittlere 
Fehler einer Einzelbestimmung von Gesamtcholesterin und freiem Chole- 
sterin war jeweils + 1,2 bzw. 1,9mg-°,. AuBerdem wurden die Hamo- 
globinwerte nach Haldane bestimmt und Hamatokritbestimmungen nach 
van Allen gemacht. 


Die Analysenergebnisse sind in den Tabellen I und II, nach der 
GréBe der gefundenen Gesamtcholesterinwerte geordnet, dargestellt. 


Tabelle I. Manner. 
Saimtliche Cholesterinwerte sind in mg pro 100 ccm Erythrocyten 
ausgedriickt. 





° See Gesamtcholesterin 
Gesamt- Freies Peal 


Nr. Alter!  cholesterin Cholesterin Pe omer Himoglobin Hamatokrit 
mg-°/9 mg-9/ mg-9/5 0/5 9/9 
1 | 20 149.8 149,7 + 0,1 1131), 50.9 
2 | 25 144,8 144,6 L. 0,2 111 47,2 
3 | 24 143,38 140,8 + 2.5 1131/, 47.4 
4 | 28 142.3 143,1 — 0,8 1091/, 47,1 
5 || 22 142.1 142.0 4- 0,1 116}/, 51,8 
6 29 141,5 142.2 — 0,7 111 47,1 
7 || 28 141,4 139,2 + 2,2 118}/, 52,2 
8 | 30 141,1 142.1 — 1,0 103"), 45,2 
9 30 140,0 141,0 — 1,0 108 45,9 
10 20 140,0 138,2 + 1,8 118 51,9 
11 || 22 139.9 142.8 — 2,9 113/, 49,2 
12. || 28 139.6 138,7 + 0,9 114}/, 48,7 
13 28 139,3 139,7 — 0,4 109 48,1 
14 19 139,0 140,7 — 1,7 1101), 481 
15 26 138,9 138,8 + 0,1 1061), 47,2 
16 || 22 138,5 139.6 —1,1 104 43,8 
17 || 26 | 138,5 138,9 — 0,4 100 42.8 
18 || 22} 187,9 140,0 —- 9 106}, 47,6 
19 || 25 137,9 138,2 — 0,3 118 48,3 
20 29'~—s:187,8 138,2 —e2 104 444 
21 19 136,5 136,2 + 0,3 100 43,7 
22. «3 134,4 133,6 + 0,8 110 46,1 
23 || 28 | 133,1 132,1 + 1,0 117}, 50,2 
24 , 33 132,5 136,8 — 43 110 45,6 
25 «32 125,8 127,2 —1,4 112 46,0 


Durebschnitt: Durchsechnitt: 
139.0 mg-°,,  139,4 mg-°, 
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Tabelle II. Frauen. 


Samtliche Cholesterinwerte sind in mg pro 100 cem Erythrocyten 
ausgedriickt. 





; eae Gesamtcholesterin 
Gesamt- j Freies Freies 


Nr. | Alter cholesterin | Cholesterin Cholesterin Hamoglobin Himatokrit 
mg-9/o mg-9/5 mg-°/5 9/9 9/9 
1 35 149,9 148,1 + 0,9 991), 42,4 
2 36 148.3 145.5 + 2,8 991), 43,7 
5 36 148,2 150,6 | — 2,4 91 41,0 
4.) 34 145,8 147,5 —1,7 100 43,2 
5 | 42 145,6 146,0 — 0,4 93 41,1 
6 | 60 144.8 144.0 + 0,8 98 42,5 
7 || 26 144,5 144.4 + 0,1 92 | 39,5 
8 || 39 144,2 142.0 + 2,2 94 40,2 
9 | 33 143.0 141,3 47 98}/, 41,9 
10 || 28 142,2 143,6 —1,4 100 43,3 
11 || 26 141,7 143.6 —19 91), 40,6 
12 | 31 140,7 139,7 + 1,0 981), 40,9 
13 | 31 140,4 140,1 + 0,3 95 41,2 
14 | 43 139,8 138,1 + 1,7 991/5 44.0 
15 | 30 139,4 136,8 + 2,6 88 39,1 
16 || 22 139,1 135,9 + 3,2 961/, 42,1 
17 | 29 138.4 139:8 mt Sl 04 40,9 
18 | 32 137,6 135,5 + 2,1 951/, 39,3 
19 | 28 137,5 137,4 + 0,1 981/, 40.1 
20 || 29 136,6 137,8 — 1,2 89 39,3 
21 | 26 136,5 129.4 + 7,1 94 41,6 
22 | 28 135.9 135.5 - 0,4 991), 43.1 
23 || 24 133,9 134.8 —09 861), 38.6 
24 | 34 133,5 132.8 + 0,7 95 40,9 
25 | 24 132,9 130,4 + 2.5 100 43,0 


i Durchaohnitt: Durchschnitt ay 
| 140,8 mg-°/,  140,0 mg-°/p 


Diskussion der Ergebnisse. 

Die Untersuchungen zeigen, daB die Normalwerte nahe beiein- 
ander liegen: bei Mannern zwischen 125,8 und 149,8 mg-°%, Gesamt- 
cholesterin bzw. 127,2 und 149,7 mg-% freiem Cholesterin; bei Frauen 
zwischen 132,9 und 149,0 mg-°% Gesamtcholesterin bzw. 129,4 und 
150,6 mg-°% freiem Cholesterin. 

Weiterhin gibt es zwischen den bei Mannern und den bei Frauen 
gefundenen Werten keinen nachweisbaren Unterschied. 


Ferner ist, wenn man auf die Fehlergrenze der Methode Riicksicht 
nimmt, kein als Ester gebundenes Cholesterin in den menschlichen 
roten Blutkérperchen nachgewiesen worden. Eine Ausnahme macht 
vielleicht Nr. 21 in Tabelle IT. Indessen ist hier eine der Doppelanalysen 
verlorengegangen, weswegen ich aus diesem einzigen Fall keine Schliisse 
ziehen kann. 
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Weitere Untersuchungen auf diesem Gebiete in Verbindung mit 
einer eingehenderen Bearbeitung der Ergebnisse werden spater er- 
scheinen. 

Zusammenfassung. 

1. Der normale Cholesteringehalt der menschlichen roten Blut- 
kérperchen schwankt nur innerhalb enger Grenzen um 140 mg-°%, als 
Mittelwert und zeigt keinen Unterschied nach dem Geschlecht. 

2. Normale, menschliche Erythrocyten enthalten nur freies Chole- 
sterin, kein Estercholesterin. 


Literatur. 


1) A. Grigaut u. A. VHuillier, C. r. Soc. Biol. 78, 202, 1912. 2) H. Isco- 

vesco, ebenda 72, 985, 1912. 3) H. Beumer u. M. Birger, Arch. f. exper. 
Path. u. Pharm. 71, 311, 1913. 4) W. R. Bloor, J. of biol. Chem. 25, 577, 
1916. 5) F. Rosenthal, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 132, 129, 1920. 
6) M. Richter-Quitiner, Wien. Arch. ft. inn. Med. 1, 425, 1920. (im a 
Oser u. W.G. Karr, Arch. intern. Med. 36, 507, 1925. —- 8) W. M. Sperry, 
J. of biol. Chem. 111, 467, 1935. 9) G.C. Brun, Hospitalstidende 78, 
688, 1935. 
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Zur Physiologie des Carnitins und des Acetylcarnitins. 
Von 
Peter Weger. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Riga.) 
(Eingegangen am 20. August 1936.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Seit den bekannten Untersuchungen Léwis wissen wir, daB die 
Vaguswirkung am Froschherzen durch einen esterartigen Stoff iiber- 
tragen wird. In den letzten Jahren lieB sich eine humorale Ubertragung 
von Nervenwirkungen auch fiir andere autonom innervierte Organe 
nachweisen. Heute wird von vielen Autoren sogar angenommen, dai 
Nervenimpulse nicht nur im vegetativen, sondern auch im animalen 
Nervensystem zwischen dem motorischen Nervenende und der quer- 
yestreiften Fibrille von einem Ubertragungsstoff vermittelt werden, 
der mit Acetylcholin identisch sein soll. Da der Ubertragungsstoff bzw. 
das Acetylcholin physiologisch in sehr geringen Mengen vorkommt, 
macht der chemische Nachweis desselben groBe, fast uniiberwindliche 
Schwierigkeiten. Eine quantitative Bestimmung der fraglichen Substanz 
war bis jetzt fast nur mit Hilfe biologischer Auswertung méglich. Diese 
biologischen Methoden sind zwar héchst empfindlich und zeigen die 
Gegenwart geringster Mengen eines wirksamen Agens an, es ist aber 
doch hervorzuheben, daB dieses ohne chemische Identifizierung eigent- 
lich unbekannt bleibt. AuBerdem sind die Angaben verschiedener 
Autoren iiber den chemisch und biologisch ermittelten Acetylcholin- 
gehalt sehr widerspruchsvoll!, weswegen man sich fragen kénnte, ob die 
Schwierigkeiten und Widerspriiche nicht damit in Zusammenhang 
zu bringen sind, da&S am Ubertragungsmechanismus auch andere, 
noch unbekannte Stoffe beteiligt sind, wofiir verschiedene Tatsachen 
sprechen. Goldenberg und Rothberger (1934) finden in eingehenden 
vergleichenden Untersuchungen iiber die Wirkung des Acetylcholins 
und des Vagusstoffes am Herzen, da8 in der Wirkungsart beider kein 
groBer Unterschied, aber doch ein deutlich abweichendes Verhalten 
besteht, weswegen sie die Frage offen lassen, ob sich bei Vagusreizung 
Acetylcholin oder ein dem Acetylcholin sehr nahestehender Stoff bildet. 
Es gibt viele Organextrakte chemisch unbekannter Zusammensetzung, 
die die Erregbarkeit des parasympathischen Nervensystems steigern. 
Fleisch und Sibul (1933) haben neuerdings gezeigt, daB verschiedene 
intermediare Stoffwechselprodukte (Methylglyoxal, brenztraubensaures 


' J. H.Gaddum u. H.H. Dale (1936) geben in der vor kurzem erschie- 
. . 3 ‘na . os . 
nenen Monographie eine erschOpfende Ubersicht iiber diese Frage. 
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Natrium, Acetaldehyd usw.) stark kreislaufaktiv sind. Stark wirksam 
ist die Adenosinphosphorsaure, die nach Zipf (1931) ebenfalls als ein 
Muskelstoffwechselprodukt zu betrachten ist. Beobachtungen iiber 
charakteristische Eigenschaften des Ubertragungsstoffes, wie z. B. 
eine geringe Alkaliresistenz und seine Zersetzlichkeit durch ein Gewebs- 
ferment, das,durch Warme und Eserin inaktiviert wird, machen die 
Identitaét des nur biologisch festgestellten, aber nicht genau erkannten 
Stoffes wahrscheinlich, schlieBen aber nicht die Méglichkeit aus, dab 
auch eine andere chemische Verbindung dieselben Eigenschaften haben 
kénnte. Die Muskulatur enthalt eine ganze Reihe von physiologisch 
wenig oder noch ganz unbekannten Stoffen Carnosin, Carnitin, 
methylierte Guanidine —, deren sicher bestehende aber noch nicht 
erkannte Bedeutung auf Grund unserer heutigen Kenntnisse iiber das 
Acetylcholin um so wahrscheinlicher wird. Im Hinblick auf die para- 
sympathische Wirksamkeit ist in erster Linie an die cholinahnlichen, 
drei bis vier Methylgruppen enthaltenden quaternaren Ammoniumbasen 
zu denken, da bekanntlich diese ,,nikotin’- und ,,muskarinartige* 
Eigenschaften in sich zu vereinigen pflegen. Schon aus dem Grunde 
allein sollten diese Stoffe beachtet werden, da sie in mancher Beziehung 
dem Cholin- bzw. Acetylcholin zum Verwechseln ahnlich sind. So glauben 
Bischoff, Grab und Kapfhammer (1932) mit ihrer Methode Cholin- und 
Acetylcholin isoliert zu haben, wihrend Strack, Wérdehoff, Neubauer 
und Geissendérfer (1935) in einer aus dem physiologisch-chemischen 
Institut der Leipziger Universitat veréffentlichten Arbeit die Meinung 
auBern, daB der als Reinecke-Salz isolierte und von den zuerst genannten 
Autoren als Cholin bzw. Acetylcholin angesprochene Stoff das Reineckat 
des Carnitins sei, dessen Schmelzpunkt und Goldgehalt mit dem des 
Cholins und Acetylcholins fast identisch ist. Das von Gulewitsch und 
Krimberg (1905) im Liebigschen Fleischextrakt entdeckte Carnitin 
verdient deswegen eine besondere Beachtung. Diese Base soll die 
bereits im Jahre 1906 von Krimberg festgestellte und von vielen Autoren 
bestatigte Strukturformel eines y-Trimethyl-£-Oxybutyrobetains haben. 
Es ist nicht etwa als ein wihrend der Extraktion sich bildender, viel- 
mehr als ein in Muskeln praformiert enthaltener Stoff anzusehen 
[Krimberg (1906)] und macht einen betrachtlichen Bestandteil der 
Muskelsubstanz aus: 0,029 °% in Ochsen- [Demjanovski (1912)], 0,17 %, 
im Pferde-, 0,19°% im Schaf- [Smorodinzew (1913), (1914)], 0,02. bis 


/0 
0,2°% im Rinderfleisch und 0,03 %, in menschlichen Muskeln [Smoro- 
dinzew (1917), Engeland und Biehler (1922)]. 

Es ist bereits friiher darauf hingewiesen worden [Krimberg (1918)], 
daB allein auf Grund des hohen Carnitingehalts der Muskeln a priori 
anzunehmen ist, daB dieses eine bestimmte Funktion im physiologischen 
Geschehen ausiibt. Die Beobachtung, da Carnitin, auch in groBen 
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Gaben Fréschen und Katzen einverleibt, mit Ausnahme verstarkte1 
Peristaltik keine unmittelbar auffallenden Wirkungen hervorruft 
[Kutscher und Lohmann (1906)|, spricht durchaus nicht gegen diese 
Annahme, da die Méglichkeit besteht, <iaB es im Organismus erst chemisch 
verandert aktiv wird. Von méglicherweise aus dem Carnitin im lebenden 
Gewebe sich bildenden Derivaten ware in erster Linie an den Acetyl- 
ester zu denken, wissen wir doch, eine wie starke physiologische Akti- 
vierung das recht schwach wirksame Cholin durch Acetylierung erfahrt. 

Das Acetylearnitin fand zum erstenmal bei Engeland (1909) kurze 
Erwahnung. Neuerdings ist diese Verbindung von Krimberg und 
Wittandt (1932) genauer beschrieben worden. 

Auf Veranlassung meines Lehrers Krimberg habe ich die physio- 
logische Wirkung des Carnitins mit der des in der Physiologie noch 
vollig unbekannten Acetylearnitins an verschiedenen Organen ver- 
glichen. Als erstes Untersuchungsobjekt wahlten wir das _ isolierte 
Froschherz, das nach Straubs Angaben prapariert und mit Géthlinscher 
Lésung ernahrt wurde. 

Das im physiologischen Institut der Lettlandischen Universitat 
dargestellte analysenreine Carnitin wurde in Konzentrationen von 
0.0001 bis 5°, untersucht. Es zeigte sich, daB dieses in geringen und 
mittleren Gaben wirkungslos ist, und daB auch starkere Lésungen 
(1 bis 5%) nur die Zahl der Pulse verringern, ohne deutlich die Inotropie 
zu beeintrachtigen. Nur die starksten Konzentrationen (3 bis 5°) 
rufen nach langeren Einwirken eine betrachtliche Verlangsamung der 
Pulse und eine geringfiigige Verkleinerung der Hubhéhen hervor, auf 
die manchmal diastolischer Stillstand folgt, was mit den Angaben von 
Kutscher und Lohmann (1906) iibereinstimmt, die beobachteten, dab 
durch Auftropfen starker Carnitinlésungen das freigelegte Froschherz 
stillgestellt werden kann. Auch nach mehrfachem Auswaschen geht die 
einmal eingetretene, negativ chronotrope Wirkung nur langsam und 
teilweise zuriick. Atropin (0.0005 bis 0,001°,) vermag der herzscha- 
digenden Wirkung nur unvollstandig und nicht immer entgegen- 
zuwirken, indem es — vorher gegeben — das Eintreten der Puls- 
verlangsamung im geringen Grade hemmt und — nach dem Cartinin 
verabfolgt — die sich einstellende negative Inotropie etwas verringert. 

Das Carnitin hat hiermit in sehr starken Konzentrationen eine nur 
unvollstandig reversible herzschddigende Wirkung, die durch Atropin 
nur teilweise antagonistisch beeinfluBt wird und deswegen nicht auf Er- 
reqgung parasympathischer Nervenelemente allein zuriickgefiihrt werden 
kann, vielmehr als Folge von Muskelschidigung anzusehen ist. 

Da das freie Acetylearnitin sehr hygroskopisch ist und beim Stehen an 
der Luft rasch zerflieBt, verwendeten wir das Acetylearnitinchlorhydrat, das, 
aus absolutem Alkohol umkristallisiert, schwach hygroskopische wasser- 

















ctel 
ruft 


1ese 
isch 
den 
tyl- 
kti- 
hrt. 
Irze 
und 


'sl0- 
och 
ver- 
erte 
cher 


sitat 
von 
und 
igen 
‘opie 
2%) 

der 

auf 
von 
dab 
herz 
t die 
und 
cha- 
ven- 
Puls- 
tinin 
gert. 

nur 
ropin 
f Er- 


erden 


en an 
, das, 
asser- 





Zur Physiologie des Carnitins und des Acetylearnitins. 427 


lésliche Kristalle bildet und im hiesigen physiologischen Institut nach der 
von Krimberg und Wittandt (1932) beschriebenen Methode aus analvsen- 
reinen Carnitinverbindungen hergestellt wurde. Im Gegensatz mi der 
neutralreagierenden freien Base hat das Chlorhydrat eine ausgesprochen 
saure Reaktion, weswegen es neutralisiert werden mubte. Anfangs ver- 
wendeten wir hierfiir Natriumbicarbonat. Da sich aber die dabei ent- 
wickelnde Kohlensiure als st6rend erwies, gingen wir auf Natronlauge iiber. 
Es wurde jeweils kurz vor dem Versuch ein 1- bis 2 °jiges Acetylearnitin- 
chlorhydrat in Géthlinscher Lésung hergestellt, das dann tropfenweise mit 
ebenfalls frisch hergestellter 1°, NaOH enthaltender Géthlin-Lésung bis 
zur neutralen Lackmusreaktion versetzt wurde, wobei man fiir je 1 g Acetyl- 
carnitin etwa 0,2 g NaOH brauchte. 


Acetylearnitin, das in Konzentiationen von 0,0001 bis 1% unter- 
sucht wurde, zeigte sich am isolierten Froschheizen viel witksamer als 





Abb. 1. Isoliertes Froschherz. Acetylearnitin 0,07 °/9; «4 Pausen zu je 2 Min.; + Spiilung; 
Zeitmarkierung 1 Sek. 


das Carnitin. Wahrend Konzentrationen unter 0,01 °, die Herztatigkeit 
kaum verandern, rufen starkere Lésungen (0,02 bis 0,15) eine sofort 
nach dem Zusatz beginnende und sich verstarkende negativ inotrope, 
manchmal auch negativ chronotrope Wirkung hervor. Unter héheren 
Konzentrationen (0,2 bis 0,4°,) tritt augenblicklich eine starke Hub- 
hohenverringerung und Verlangsamung der Pulse ein, die nicht selten 
in diastolischen Stillstand iibergeht (Abb.1). Die starksten unter- 
suchten Gaben (0,6 bis 1°) bringen das Herz meistens augenblicklich 
zum Stillstand in Diastole. Beim Auswaschen etholt sich das Heiz 
auch nach Einwirkung der gréBten Dosen sehr schnell (Abb. 1). Die 
Herzhemmung durch Acetylearnitin kann an einem und demselben 
Organpraparat beliebig oft wiederholt werden, ohne daB eine irreversible 
Beeintrachtigung der normalen Funktion zu beobachten ware. Die 
verkleinerten Hubhéhen und die verringerte Pulszahl wachsen gleich 
nach Spiilung rasch an, wobei die urspriingliche GréBe in wenigen 
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Minuten wieder erreicht wird. Ja, beim Auswaschen des hemmenden 
Acetylearnitins beobachtet man meistens ein Anwachsen der Hubhéhen 
iiber ihre anfangliche Héhe hinaus, und auch die Pulszahl iibersteigt 
dann den Ausgangswert [vgl. Rentz und Amsler (1928)]. 

Die negativ ino- und chronotrope Wirkung des Acetylcarnitins wird 
durch Atropin, und zwar auch in schwachen Konzentrationen (0,0005 °%) 
vollstandig aufgehoben. Ein durch Acetylearnitin stark gehemmtes 
Herz beginnt ohne Auswaschen des letzteren nach Atropinzusatz sofort 
normal zu schlagen (Abb. 2). Einmal mit dem Alkaloid vergiftet, bleibt 
das Organ dem Acetylearnitin gegeniiber langere Zeit refraktér und 





Abb. 2. Isoliertes Froschherz. W Acetylcholin 0,05 %/9; W¥ + Atropin 0,0005 °/,; Zeitmarkie- 
rung 1 Sek. 


beginnt erst nach wiederholtem Auswaschen wieder schwach auf dieses 
zu reagieren?, 

Ahnlich wie das physiologisch schwach vagotrope Cholin durch Acety- 
lierung verstdrkt wird, entsteht aus dem fast unwirksamen Carnitin nach 
Vereinigung mit Essigsdure ein Stoff, der die Endapparate des Vagus stark 
reizt. Dabei ist hervorzuheben, daB die Base nicht nur eine Wirkungs- 
verstirkung erfahrt, sondern auch in der Wirkungsweise verdndert wird, 
indem aus der unbestimmten, nur teilweise auf Reizung des Vagus zuriick- 
zufiihrenden Beeintrachtigung der Herztatigkeit eine scheinbar elektive 
Erregung parasympathischer Nervenelemente wird. 

Ferner sollte untersucht werden, ob nicht noch eine weitergehende 
Ahnlichkeit im physiologischen Verhalten von Cholin und Catnitin bzw. 
ihrer Acetylester besteht. Bekanntlich wird Acetylcholin — im Gegen- 
satz zu anderen den Parasympathicus erregenden Giften, wie z. B. 
Pilocarpin — durch lebende Organe und sogar Organextrakte unwirksam 
gemacht, was nach den bekannten Arbeiten von Fihner (1918) und von 
Léwi und Navratil (1926) auf einer Spaltung des Esters durch eine 
Esterase beruht. Wir untersuchten daher, ob das Acetylearnitin sich 


ahnlich verhalte. 


! Am isolierten, in Tyrodelésung suspendierten iiberlebenden Kanin- 
chendiinndarm wirkt Acetylearnitin tonuserhéhend, welche Wirkung durch 
Atropin behoben und verhindert wird. 
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Das isolierte Froschherz erholt sich von der hemmenden Wirkung des 
Acetylearnitins auch ohne Entfernung des letzteren aus der Kaniile, wobei 
es zur vollstandigen Herstellung der gehemmten Funktion einer langeren 
Zeit bedarf (Abb. 3). So schligt ein Herz, dessen Hubhéhen durch Acetyl- 
carnitin um die Halfte reduziert wurden, unter langsam eintretender spon- 
taner Erholung (ohne Spiilung) erst nach etwa 20 bis 50 Minuten wieder 
normal, wobei man meistens auch hier, ahnlich wie beim Auswaschen des 
Stoffes, ein Anwachsen der Hubhéhen iiber die urspriingliche GréBe hinaus 
beobachtet (Abb. 3). Wird der Kaniileninhalt nach Acetylearnitinzusatz 
und nach langsam eingetretener spontaner Erholung entleert und die 
Kaniile wieder mit frischer Acetylcarnitinlésung gefiillt, so tritt eine deutliche 
negative Inotropie ein. Der ausgeheberte Kaniileninhalt wirkt hingegen an 
einem anderen Herzen oder nach wiederholtem Auswaschen mit G6éthlin scher 





Abb. 3. Isoliertes Froschherz.  Acetylearnitin 0,03% ); « Pausen zu je 3 Min.; Zeit- 
markierung 1 Sek. 


Lésung an demselben Organ nicht mehr negativ inotrop. Aus dieser Beob- 
achtung kann geschlossen werden, daB die ohne Entfernung des wirksamen 
Stoffes eintretende Wiederherstellung der normalen Tatigkeit nicht etwa 
durch Gew6hnung des Organs an das Acetylearnitin zu erklaren, sondern 
auf eine Zerst6rung bzw. Neutralisierung des letzteren zuriickzufiihren ist. 


Im AnschluB an die bekannten Versuche von Léwi sollte weiter 
gepriift werden, ob nicht Acetylearnitin auch in vitro durch Herz- 
extrakte zerst6rt werden kénne. 


Zu diesem Zwecke wurden gewohnlich gleichzeitig drei bis fiinf frisch 
herausgeschnittene, zusammen etwa 400 bis 600 mg wiegende Froschherzen 
nach Auswaschen mit bicarbonatfreier Géthlinscher Lésung mit Quarzsand 
und in etwa 6 bis 10 cem derselben Lésung zerrieben und filtriert. Das 
Filtrat wurde 2 Stunden lang sich selbst iiberlassen, wahrend welcher Zeit 
der anfanglich herzhemmende Extrakt sich in einen adrenalinartig wirkenden 
verwandelt, was nach Léwi auf einer fermentativen Zerstérung des Vagus- 
stoffes und Uberwiegen des Sympathicusstoffes beruht. Die Halfte des 
Auszuges wurde durch Erwarmen auf 56° waihrend 20 Minuten inaktiviert, 
dann das Ganze in Probierglaischen in Portionen zu 0,7 cem verteilt und diesen 
in verschiedenen Mengen (0,1 bis 0,7 cem) in bicarbonatfreier Géthlin- 
Lésung geléstes und mit 1° jigem NaOH neutralisiertes 1 °jiges Acetyl- 
carnitin zugesetzt, leicht durchgeschiittelt und wahrend 5 Stunden im 
Brutschrank bei 30° gehalten. Gleichzeitig hielten wir in demselben Thermo- 
staten als Kontrollproben auch entsprechende Acetylcarnitinlé6sungen ohne 
Herzextrakt und auch Herzauszugproben ohne Acetylearnitin. Alle Proben 
wurden nach Abkiihlung und Mischung zu gleichen Teilen mit einer Géthlin- 








430 P. Weger: 


schen Lésung mit doppeltem Bicarbonatgehalt am isolierten Froschherzen 
untersucht. 

Es erwies sich in mehreren vollstandig tibereinstimmenden Ver- 
suchen, daB Acetylearnitinlésungen mit nicht inaktiviertem Hetz- 
extrakt die normale Wirksamkeit verloren hatten, wahrend Acetyl- 
carnitin mit inaktivierten Auszuggaben fast ebenso stark negativ 
inotrop wirkte wie diejenigen, die in Géthlinscher Lésung gehalten 
wurden (Abb. 4). Proben inaktivierten und nicht inaktivierten Herz- 








Abb. 4. Isoliertes Froschherz. 0,05 °/, Acetylearnitin: ¥ Acetylcarnitin + nichtinaktivierter 
Herzextrakt; ¥¥ Acetylearnitin + inaktivierter Herzextrakt; vy¥ Acetylcarnitin ohne Herz- 
extrakt; + Spiilung; Zeitmarkierung 1 Sek. 


auszuges ohne Acetylearnitin zeigten annahernd iibereinstimmende 
adrenalinartige Wirkungsart. 

SchlieBlich sollte noch festgestellt werden, ob Eserin, das bekanntlich 
durch Hemmung eines Ferments die Wirkung des Vagusstoffes bzw. des 


+ 


alates 





Abb. 5a. 





Abb. 5b. 
Abb. 5a und 5b. Isoliertes Froschherz. Vv 0,03 9/9 Acetylearnitin; ¥¥ 0,03 °/) Acetylearnitin 
nach Behandlung desselben Herzens wihrend 20 Min. mit 0,01 °/) Eserin und nachfolgender 
Spiilung; xX Spiilung. 
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Acetylcholins verstarkt, auch die Wirksamkeit des Acetylearnitins ver- 
andert. Es wurde entsprechend Léwis (1926) Angaben die Wirkung 
des Acetylcearnitins an einem und demselben Froschherzen vor und nach 
Behandlung desselben mit 0,01°,igem Eserin verglichen. Wie aus 
Abb. 5 ersichtlich ist, verstarkt Eserin die Wirkung des Acetylearnitins. 
Wahrend Acetylearnitin viermal (in der Abbildung nur zweimal zu 
sehen) gegeben mit geringem Unterschied des Wirkungsgrades nur 
maBig stark negativ inotrop wirkt, bringt es in derselben Konzentration 
das Herz, nachdem dieses 20 Minuten lang mit Eserin (001°) be- 
handelt und darauf wahrend 5 Minuten ausgewaschen wurde, zweimal 
zum diastolischen Stillstand. 


Ergebnisse und Folgerungen. 


Zwischen dem Acetylcholin und dem Acetylearnitin, die beide ein 
Produkt der Acetylierung schwach wirksamer kérpereigener quater- 
narer Ammoniumbasen sind, besteht in ihrer physiologischen Wirkungs- 
weise eine groBe Ahnlichkeit darin, daB beide eine rasch eintretende, 
leicht reversible herzhemmende Wirkung ausiiben, die durch Atropin 
antagonistisch, durch Eserin hingegen synergistisch beeinfluBt wird 
und als Folge einer Erregung parasympathischer Nervenelemente zu 
deuten ist, und ferner darin, daB beide Stoffe durch ein bei 56° zu in- 
aktivierendes Ferment gespalten werden. Die auffallende Reversibilitat 
der herzhemmenden Wirkung, die in leichter Auswaschbarkeit und 
spontan eintretender Erholung besteht und sicher mit der Zersetzung 
durch das Ferment in Zusammenhang zu bringen ist, deutet darauf hin, 
daB Acetylearnitin ebenso wie das Acetylcholin ein physiologischer 
Stoff ist im Gegensatz zu kérperfremden parasympathischen Giften, 
bei denen keine spontane Erholung und auch keine vollstandige Aus- 

yaschbarkeit besteht. 


Wenn auch das Acetylcarnitin der auBerordentlichen physiologischen 
Aktivitat des Acetylcholins weit nachsteht, ist es, bei dem hohen Gehalt 
praformierten Carnitins der Muskulatur und der leichten Acetylierungs- 
moglichkeit, unseres Erachtens doch denkbar, daB auch dieses, ahnlich 
wie man fiir Acetylcholin annimmt, als Ubertragungsstoff zwischen dem 
vegetativen bzw. somatischen Nervenende und der glatten bzw. quer- 
gestreiften Fibrille dienen kénnte. Die groBe Ahnlichkeit im physiologi- 
schen und chemischen Verhalten von Acetylcholin und Acetylearnitin 
ist prinzipiell wichtig. Der zur Identifizierung von Ubertragungsstoff 
und Acetylcholin vielfach verwendete Komplex von Eigenschaften, der 
hauptsachlich in einer durch Acetylierung zu steigernden elektiven 
Vagusaktivitat, geringer Alkaliresistenz, Zersetzlichkeit durch ein durch 
56° und Eserin zu inaktivierendes Ferment besteht, ist nicht als ein 
Spezificum des Acetylcholins anzusehen. Ohne die unbestreitbare 
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groBe Bedeutung des Acetylcholins verringern zu wollen, kann man sich 
fragen, ob nicht die mit Vagusaktivitatssteigerung verbundene, in vitro 
so leicht vor sich gehende und wahrscheinlich auch im lebenden Gewebe 
sich abspielende Acetylierung auch anderen quaterndren Ammoniumbasen 
und tihnlichen Stoffen eigen ist und somit einen allgemeinen physiologisch 
chemischen Mechanismus darstellt. 


Zusammenfassung. 

1. Carnitin, das in schwiacheren Konzentrationen am_ isolierten 
Froschherzen unwirksam ist, ruft in sehr starken Lésungen (3 bis 5%) 
eine irreversible Schadigung des Organs hervor, die hauptséchlich in 
einer negativen Chronotropie besteht und nur teilweise mit Atropin 
zu beheben ist. 

2. Acetylearnitin (0,02 bis 0,15 °%) wirkt am Froschherzen deutlich 
negativ inotrop, meistens gleichzeitig auch negativ chionotiop. Diese 
Wirkung geht nach dem Auswaschen rasch zuriick und 1aBt sich durch 
geringe Atropinzugaben (0,0005°%) vollstaéndig aufheben bzw. ver- 
hindern, durch Vorbehandlung mit Eserin hingegen bedeutend ver- 
starken. 

3. Auch ohne Auswaschen des Acetylcarnitins geht die negative 
Inotropie allmahlich in 20 bis 50 Minuten zuriick, was auf einer Zersetzung 
des Stoffes durch das Herz beruht. 

4. Acetylearnitin wird durch Stehenlassen mit einfachem Frosch- 
herzextrakt in bicarbonatfreier Géthlin-Lésung unwirksam, wahrend 
bei 56° inaktivierter Auszug nicht die Fihigkeit besitzt, Acetylearnitin 


zu zersetzen. 
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Uber die Wirkung der Mischung zweier pflanzlicher Eiweibe mit 
unterschiedlicher Betriebsstoffwechselwirkung auf die Harn- 
quotientenlage *. 

Von 
Karl-Heinz Lehmann. 

(Aus den Seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 25. August 1936.) 


In seiner Arbeit ,,Experimentelle Untersuchungen iiber das Zu- 
sammenwirken von tierischem und pflanzlichem NahrungseiweiB im 
Betriebsstoffwechsel und die dadurch bedingte Beeinflussung des ge- 
samten Stoffwechselablaufs hat A. Bickel (1) kiirzlich die wichtigsten 
Ergebnisse derjenigen Versuche zusammengestellt, die im _hiesigen 
Laboratorium iiber die Abhangigkeit der Lage des Harnquotienten C : N 
und Vakat-O:N von der Qualitét des NahrungseiweiBes ausgefiihrt 
worden sind. Diese Zusammenstellung zeigt, daB dann, wenn man den 
durch das Casein pradestinierten Harnquotientenwert als MaBstab 
nimmt, unter sonst gleichen Versuchsbedingungen gewisse EiweiBe 
oder in den natiirlichen Nahrungsmitteln vorkommende Eiwei®gemische 
denselben Harnquotientenwert haben, wie das Casein, andere einen etwas 
héheren und wieder andere einen noch wesentlich héheren Wert ihr 
eigen nennen. Nur ausnahmsweise unterbietet der Harnquotientenwert 
fiir ein EKiweiB denjenigen des Caseins. Im allgemeinen ruft die Er- 
nahrung mit pflanzlichem EiweiB eine héhere Quotientenlage hervor, 
als die mit tierischen EiweiBen. Zu den pflanzlichen EiweiBen, die 
einen dem Casein ahnlichen Harnquotientenwert auslésen, gehért das 
KlebereiweiB des Weizens, d.h. die im Mehlkern des Weizenkornes 
enthaltene Mischung von Gliadin und Glutenin. 


In der oben genannten Arbeit hat nun Bickel auch schon Versuche 
tiber die Wirkung von Mischungen unterschiedlicher EiweiBe in der 
Nahrung auf die Harnquotientenlage mitgeteilt. Wenn man namlich 
ein vegetabilisches EiweiB, das eine hohe Quotientenlage bedingt, mit 
Casein, dem eine tiefere Harnquotientenlage entspricht, in einem be- 
stimmten Verhaltnis mischt, erniedrigt sich die Harnquotientenlage. Es 
wird z. B. bei einer Mischung von zwei Dritteln Casein und einem Drittel 
des vegetabilischen EiweiBes bereits eine Harnquotientenlage ein- 


* Auszug aus einer Dissertation der medizinischen Fakultat der Univer- 
sitat Berlin. 
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genommen, die derjenigen des Caseins entspricht oder sie sogar unter- 
bietet. Es iibernimmt also in derartigen Mischungen bei der Gestaltung 
der Harnquotientenlage das Casein die Fiihrung, ja es kénnen sogat 
potenzierte Wirkungen auftreten, wie es die vorkommende Unter- 
bietung des Caseinwertes der Harnquotientenlage bei solchen Mischungs- 
versuchen beweist. 

Nicht immer ist nun der Verlauf eines solchen Mischungsversuchs 
derart, daB bei der Mischung eines eine hohe Harnquotientenlage 
bedingenden EiweiBes mit einem EiweiB, dem ein niedriger Harn- 
quotientenwert angehért, mit Beginn der Verfiitterung der Mischung 
sofort, d.h. nach 2 bis 3 Tagen, die Senkung voll ausgebildet ist, wie es 
bei gewissen Mischungsversuchen mit Casein beobachtet wurde. Ins- 
besondere kann auch bei Mischungen mit Casein die Senkung ausnahms- 
weise zOgernd eintreten, d.h. erst im Verlauf einer linger dauernden 
Fiitterung mit einem solchen Gemisch sich voll ausbilden. In der er- 
wihnten Arbeit hat aber Bickel auBerdem auch schon einen Versuch 
mitgeteilt, bei dem unter Verwendung des Lactalbumins an Stelle des 
Caseins unter sonst gleichen Versuchsbedingungen in der ersten Woche 
der Verfiitterung dieses Gemisches eine gewaltige Steigerung der Hain- 
quotientenlage auftrat, die im Verlauf der zweiten Woche anfing zuriick- 
zugehen. Bei einer neuerlichen Wiederholung dieses Versuchs im hiesigen 
Laboratorium von G. Fritze (2) wurde bei der Verwendung von Lact- 
albumin die nimliche starke initiale Steigerung der Harnquotienten 
festgestellt, der ein Umschwung nachfolgte, so daB schlieBlich der Tief- 
stand der Harnquotientenlage erreicht wurde, wie er bei den Mischungs- 
versuchen mit Casein ohne initiale voriibergehende Steigerung bei der 
Gabe der Mischung sich einstellte. Wenn auch die Fliichtigkeit der 
initialen Wirkung bei diesen Versuchen noch der Erklarung harrt, 
so geht aus diesen Beobachtungen bei den Mischungsversuchen mit 
Lactalbumin doch prinzipiell dasselbe hervor, was wir bei den 
Mischungsverhaltnissen mit Casein bereits erfuhren; es kénnen durch 
derartige Mischungen potenzierte Wirkungen zustande kommen, die 
sich nur in verschiedenen Richtungen zu auBern vermégen. Wir sehen 
also ganz analoge Vorginge im Betriebsstoffwechsel, wie man sie 
auch im Baustoffwechsel festgestellt hat, indem bei gewissen Eiweib- 
mischungen so starke Wachstumseffekte erzielt werden, wie sie keinem 
der zur Mischung verwandten einzelnen Eiweife zustehen!. 

A. Bickel hat in der eingangs erwahnten Arbeit bereits den Ge- 
danken ausgesprochen, daB es die nachste Aufgabe der Forschung sein 


' Entsprechende Beobachtungen mit einzelnen Aminosiuren oder 
einem Aminoséurengemisch am Betriebsstoffwechsel finden sich in zwei im 
Druck befindlichen Arbeiten von Bickel (Hippocrates 1936, und Zeitschr. 


f. d. ges. exper. Med. 1936). 
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miisse, festzustellen, ob ahnliche Wirkungen, wie sie bei der Mischung 
tierischer Eiweife mit niedriger Harnquotientenlage und _ pflanzlicher 
EiweiBe mit hoher Harnquotientenlage sich einstellen, auch auftreten, 
wenn man in analoger Weise zwet pflanzliche Eiweife mischt, von denen 
das eine eine niedrige, das andere eine hohe Harnquotientenlage pra- 
destiniert. Wir hérten bereits, daB zu den letzteren unter anderem das 
KlebereiweiB8 des Weizens gehért. Als Glidin wird dieses KlebereiweiB 
des Weizens in fast chemisch reinem Zustande von der chemischen 
Fabrik Dr. Klopfer (Dresden) in den Handel gebracht. 


Ich habe nun Mischungsversuche mit diesem KlebereiweiB vor- 
genommen und in Sonderheit den EinfluB untersucht, den eine Mischung 
von einem Drittel HafermehleiweiB und zwei Dritteln KlebereiweiB des 
Weizens auf die Harnquotientenlage ausiibt. Ich habe die dabei er- 
haltenen Harnquotientenwerte dann verglichen mit denjenigen Harn- 
quotientenwerten, die man erhalt, wenn unter sonst gleichen Versuchs- 
bedingungen das Eiweif des Hafermehls das alleinige Nahrungs- 
eiweiB ist. 


Ich brachte im Verlauf der vorstehenden Ausfiihrungen den Wert des 
Harnquotienten C:N und Vakat-O:N in Beziehung zum Betriebsstoff- 
wechsel. Genau genommen ist das nicht ganz richtig, denn die genannten 
Harnquotienten stellen einen bestimmten Querschnitt durch den gesamten 
Stoffwechsel dar, wie ihn, nur auf einer anderen Querschnittsflache, auch 
der Grundumsatz oder der kalorimetrische Wert gibt. Da die Lage des 
Harnquotienten genau so wie die GréBe des Grundumsatzes aufs engste 
mit den oxydativen Leistungen des Kérpers verkniipft ist, da wir sowohl 
beim Grundumsatz in der spezifisch-dynamischen Wirkung, wie auch bei 
der Harnquotientenlage in ihrer weitgehenden Abhangigkeit von der Qualitat 
und Quantitaét des NahrungseiweiBes eine zeitliche und dingliche Ab- 
hangigkeit von der Art der Ernahrung sehen, da wir ferner, was wesentlich 
ist, die Harnquotientenversuche an ausgewachsenen Ratten anstellen und 
nicht an jungen, im starken Wachstum befindlichen Tieren — bei erwachsenen 
Tieren betreffen die Vorgange im Baustoffwechsel ja nur noch den Ersatz 
der Abnutzungsquote, bleiben also jedenfalls hinter den Vorgaingen im 
Betriebsstoffwechsel weit zuriick! —-, muB man auch die Harnquotienten- 
werte bei unserer Versuchsanordnung in allererster Linie mit Vorgdngen im 
Betriebsstoffwechsel in Verbindung bringen. 


Die allgemeine Methodik der Versuche ist von A. Bickel (3) beschrieben. 
Ich weise noch auf folgende Punkte besonders hin: 


Mein Versuch wurde zur Ausschaltung des individuellen Faktors an 
zehn mannlichen weiBen Ratten von etwa 180 bis 200g K6érpergewicht 
vorgenommen. Im Sammelharn von je 24 Stunden wurde taglich der 
Kohlenstoff, Stickstoff und Vakatsauerstoff bestimmt. Der Kot wurde 
periodenweise auf Stickstoff analysiert, um die Aufstellung der N-Bilanz 
zuerméglichen. Jede Versuchsperiode dauerte 7 Tage. An den zwei ersten 
Tagen jeder Periode wurde bereits das jeweilige zustandige Futter gegeben, 
damit sich die Tiere auf die neuen Versuchsbedingungen einstellen konnten. 
An den folgenden 5 Tagen wurden dann die Analysen im Harn ausgefiihrt. 

Biochemische Zeitschrift Band 287. 29 
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Mein Versuch zerfiel in fiinf Perioden. In der ersten Periode war der 
Nahrungsstickstofftrager das Hafermehl, in der zweiten, dritten und vierten 
Periode bestand der Nahrungsstickstoff zu einem Drittel aus Hafermehl-N 
und zwei Dritteln aus Weizenkleber-N. In der fiinften Periode bestand der 
Nahrungs-N-Trager aus Casein. In allen Perioden hatte die Nahrung den 
gleichen Stickstoff-, Fett-, und Kohlenhydratgehalt. Fiir einen gleich- 
maéBigen Mineralstoff- und Vitamingehalt war ebenfalls gesorgt. Der 
Kaloriengehalt war in allen Perioden derselbe. 


Futtertabelle fiir zehn Ratten an einem Tag. 


betaine ite SA ee Ae ee Oe ee 
Ri ROIOPIROD a SOS AS 8 es eS Se 
lg Glidin (Weizenkleber). ............ « OI3232N 
be? 45s ee IEA Ne Be le ee en Eee 
Periode 1. Periode 2. 
Hafermeh).: . . . .. . 61,62 ‘/, Hafermeh] .... . 20,2¢ 
Lebertran ....0....<>3: . BOO Gem. \*4 Ghdm 2.) Beg 
Gucker- oss se ss we TODS Lebertran . .... . . 20,0 cem 
MOREE. 8s cs 8 ee. se eee PuOKer ....2 . « >» — De 
Salzgemisch ...... 10g Benree. . ww te RS 
Apfelsinensaft . . 10,0cem Salzgemisch...... I1,0¢g 
WOBRGE 5 0505 056 oy ne SROs Apfelsinensaft . . . . . 10,0 ccm 
Wasser... «a OOO 


Etwa 9°, Eiwei8 in der Trocken- : 
substanz, etwa 54,6 Kalorien pro Etwa 9% EjiweifB in der Trocken- 
Ratte. substanz, etwa 54,6 Kalorien pro 
Ratte. 
Periode 3 und 4 wie Periode 2. 


Periode 5. 


Caltin: 32.2453 Shih ease I 
Leberivan =<. 2. si wls ee. BOO com 
WORE! ie BS CA are ew a RS 
RRs oe 252g) ew hee Se ee 
BAIPOTIBOR s Hie Gite oh ate Re 
Apfelsinensaft . 10,00 eem 


WONG 623565 Seb ee 9* oe ee... 
Etwa 9° Eiwei8 in der Trockensubstanz, etwa 54,6 Kalorien pro Ratte. 


Das Kérpergewicht der Tiere blieb wahrend des ganzen Versuchs 
aiuBerst konstant. Voriibergehend war von der zweiten bis vierten 
Periode eine durchschnittliche Kérpergewichtszunahme von 2 bis 3g 
pro Tier zu bemerken. In der letzten Periode, der Caseinperiode, stellte 
sich das Kérpergewicht wieder genau auf den Wert der ersten Periode 
ein. Die Trockenkotmenge und dementsprechend auch der Kot-N war 
in der Hafermehlperiode am gréBten. In den iibrigen Perioden zeigten 
die Kot-N-Werte Schwankungen. Der Mittelwert der N-Bilanz fiir ein 
Tier und einen Tag lag in der ersten Periode mit + 0,03 am niedrigsten, 
in der Caseinperiode mit + 0,08 am héchsten. In den dazwischen- 
liegenden Perioden mit den EiweiBmischungen schwankte die N-Bilanz 
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zwischen + 0,04 und + 0,07, wobei der letztere Wert in der Mitte lag. 
Im Gegensatz zu diesem etwas schwankenden Verhalten der N-Bilanz 
wahrend der Perioden mit den EiweiBmischungen zeigten in dieser 
Periode die Mittelwerte fiir C:N eine fortschreitende Senkung auf 
0,956—0,908—0,845 in den drei Perioden mit dem EiweiBgemisch 
als NahrungseiweiB, wahrend der Wert fiir Vakat-O : N den in der ersten 
Periode der Mischfiitterung eingenommenen Tiefstand in der folgenden 
Zeit unter geringfiigigen Schwankungen behauptete. Jedenfalls trat 
sofort mit der Gabe der EiweiBmischung eine starke Senkung beider 
Harnquotienten auf im Vergleich zu dem Wert, den sie in der ersten 
Periode, in der der Trager des NahrungseiweiBes ausschlieBlich das 
Hafermehl war, eingenommen hatten. 

An dieser briisken Senkung kann nicht schuld sein die geringfiigige 
Verbesserung der Nahrungs-N-Resorption in der Periode der Mischungen 
im Vergleich zur ersten Periode (Hafermehlperiode). Denn in dieser 
ersten Periode wurde nur 12%, N weniger resorbiert als in den folgenden 
Perioden, das ist nach Versuchen von Werner Feichtmayer (4) im hiesigen 
Laboratorium eine Differenz, die bei dem hier vorhandenen absoluten 
N-Gehalt der Nahrung ohne EinfluB auf den Harnquotientenwert ist. 
Ferner zeigt wahrend der zweiten bis fiinften Periode die Veranderung 
der Harnquotientenwerte nicht die geringste gesetzmaBige Beziehung 
zu den kleinen Schwankungen der Kot-N-Werte und der N-Bilanz. 

Die beobachteten Harnquotientenverainderungen kénnen also nur 
abhangen von der Qualitdt des NahrungseiweiBes, besonders von der 
Art der Mischung der EiweiBe unterschiedlicher Qualitdt. Es ist nun 
besonders bemerkenswert, da die Mischung ein Dritte] Hafermehl- 
eiweiB und zwei Drittel WeizenklebereiweiB zu Harnquotientenwerten 
fiihrt, von denen der C : N-Wert unter, und der Vakat-O : N-Wert bei 
dem entsprechenden Wert fiir das Casein liegt. Wir haben es also auch 
hier zumindest mit der Andeutung einer potenzierten Wirkung bei der 
Mischung der EiweiBe zu tun. Der Grund fiir die Senkung der Harn- 
quotienten bei der Mischung liegt hauptsachlich in der Senkung der 
absoluten Werte fiir C und Vakat-O. Daraus wird die gesteigerte 
Materialausnutzung bei der Gabe der Mischung im Vergleich zu der- 
jenigen bei der Gabe des HafereiweiBes allein ersichtlich. Meine Ver- 
suche zeigen also, dab das, was mit dem tierischen EiweiB, dem Casein, 
bei der Gestaltung der Oxydationslage im intermedidren Stoffwechsel 
moglich ist, auch mit einem dhnlich wirkenden pflanzlichen Eiweifp in 
annihernd gleicher Weise erreicht werden kann. 


Analytische Methodik und Analysentabelle fiir zehn Ratten. 


Der Sammelharn aus je 24 Stunden wurde auf seinen Gehalt an 
Stickstoff, Kohlenstoff, Vakatsauerstoff und Chlor untersucht. 


29* 
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Im Trockenkot jeder Versuchsperiode wurde der Gehalt an Stickstoff 





bestimmt. 
Der Sticksto/f wurde mit der Halbmikromethode von Ajeldah/ ermittelt. 
Zur Kohlenstoffbestimmuny wurde die von Osuka (5) verbesserte 
Methode von Nicloux, zur Vakat-O-Bestimmung die Mikromethode von 
Miiller-Kanitz (6) angewendet. 





Ver- — Korper- Harn- . Harn- 2 s F 
suchs- gewicht | menge | Heme-C | vexato /Ham-N oy Vakat- Vakat- 
Nr. g ecm mg mg mg 
Periode 1. Hafermehl. 
1 181 231 660,7 1203.5 471.2 | 1,402 2,554 | 1,821 
2 182 370 1239.5 17131 899.1 1,378 1,905 1,382 
g 183 312 911,0 1606.8 599,0 1,520 2,682 1,763 
4 183 380 1698.4 29568 11968 1,410 2,470 1,740 
5 184 


Periodendurchschnittswert: 1127,4 | 1870,0 | 791,5 1,424 | 2,362 | 1,658 


Periode 2. 4/; Hafermehl und 2); Weizenkleber. 





6 184 260 629.2 | 8866 6682 0,941 1,326 1,409 

7 184 335 676,7 10586 619,7 1,091 1,708 1,564 

8 184 390 499.2 1181,7 6006 0,881 1,967 2,367 
; 9 184 366 600.2 11968 6185 0,970 1,934 1,994 
10-184 3205504 PAR FSR 0,945 1,587 __ 1,680. 
{ Periodendurchschnittswert: 591,1 | 1049,7  617,9 0,956 | 1,698 1,775 
i Periode 3. 3/3; Hafermehl und ?/; Weizenkleber. 
| 11 184 231 559,0 882.4 | 607.5 0,920 1,452 | 1,578 
12 185 245 4753 8183 551.2 0,862 1,454 1,721 
; 13 185 235 441,8 8671 4911 0,899 1,765 1,962 
j 14 185 230 434.7. 8188 462.3 0,940 1,771 1,883 
15 184 297 493.0 9885 5346 0,922 1,755 1,903 
: Periodendurchschnittswert: 480,7 | 865,0 529.3 0,908 1,634 1,799 
; Periode 4. 1/; Hafermehl und */; Weizenkleber. 
; 16 183 381 537.2 | 11544 | 636.2 | 0,844 | 1,814 | 2,149 
‘ 17 184 435 604,6 1125.6 791.7 0,763 1,434 1,861 
' 18 184 590 1050.2 2767,1 + «:1162,3 0,817 2,880 2,634 
‘ 19 184 — — _ — ae — _ 
: 20° 185 245 463,0 = 9824 48,8 0,843 | 1,790 2,121 
Periodendurchschnittswert: 663,7 15074 784,7 0,845 1,920 2,271 


Periode 5. Casein. 


21 183 310 784,38 1249.3 582,8 1,345 2,143 1,592 
22 182 320 614.4 12448 5248 1,170 2,871 2,026 
23 182 290 563,5 8468 487.2 1,160 1,738 1,497 
24 181 200 510,0 536,0 4200 1,214 1,276 1,050 
25 181 220 356,6 574,2 446.6 1,221 1,263 1,031 


Periodendurchschnittswert : 606,1 890,2 492.3 1,231 ; 1,808 | 1,468 
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Kotanalysen und N-Bilanz. 





Trockenkotmenge Kot-N 


Periode an den 5 Analysentagen | an den 5 Analysentagen N-Bilanz 
jeder Periode jeder Periode pro Tier und Tag 
im Durehsehnitt 
Nr. gz g 
1 39,7010 2,0640 + 0,0292 
2 25,9840 1,3099 + 0,0437 
3* 8,8240 0,4274 + 0,0702 
4 20,1440 1,0465 + 0,0480 
5 10,2255 0,5042 + 0,0773 


* Wodurch der voriibergehende scharfe Riickgang der Kot-Werte in der dritten Periode 
zustande kam, konnte nicht geklirt werden. Anch der Harn-N-Wert war in dieser Periode 
sehr niedrig. 


Literatur. 
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107, 1, 1935. — 4) W. Feichtmayer, Arch. f. Verdauungskrankh. 1936. Im 
Druck. — 5) 7’. Osuka, diese Zeitschr. 246, 104, 1932. — 6) H. R. Kanitz, 
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Verbrennung von Robison-Ester 
durch Triphospho-Pyridin-Nucleotid. 


(Kurze Mitteilung.) 


Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 10. Oktober 1936.) 


1. Triphospho-Pyridin-Nucleotid, gebunden an das von Negelein! 
aus Hefe isolierte Tragerprotein, oxydiert Robison-Ester zu Phospho- 
hexonsdure. Wir haben gefunden, daB die Oxydation bei Gegenwart 
anderer Hefeproteine weiter geht. Dann werden, wenn man das Di- 
hydropyridin mit Sauerstoff und gelbem Ferment reoxydiert, pro 
Molekiil Robison-Ester nicht 0,5 Molekiile, sondern 3 Molekiile Sauer- 
stoff verbraucht und gleichzeitig 3 Molekiil e -Kohlensaure entwickelt. 
So kann man Robison-Ester in Lésung durch das Pyridin des Tri- 
phospho-Pyridin-Nucleotids zur Halfte verbrennen. 

Um die neue Reaktion von der alten zu trennen, gehen wir nicht 
von Robison-Ester, sondern von Phosphohexonséure aus und finden 
dann z. B. bei der manometrischen Versuchsanordnung : 





38°. 100 Vol.-% Os. 





GefaB I Gefab I GefaB III 
Hauptraum. . 3ccm Proteinliésung 
10-* Mole gelbes Fer- |} ebenso ebenso 
ment | 
Birne..... 0,5.10-5 Mole phospho- \ 
hexonsaures Na ebenso ebenso 
(= 112cmm) J 
— 0,1 mg Triphospho- | 
pyridin-Nucleotid j ebenso 
Einsatz. ... 0,2cem KOH 0,2cem KOH leer 
Nach Ein- | 
kippen des emm QO» emm O, emm CO, 
Birneninhalts | 
10’ -— 8 — 55 
20 — 6 — 123 
30 -— 9 — 165 
60 —17 — 215 
90 -2 — 234 + 297 = 2,7 Mole CO, 
220 — 37 — 265 = 2,4 Mole 0, 


2. DaB Lebedew-Saft Phosphohexonséure unter Entwicklung von 
Kohlensaure zersetzt, haben wir? vor einem Jahre mitgeteilt. Die 


O. War- 


1 EB. Negeleinu. W. Gerischer, diese Zeitschr. 284, 289, 1936. — 
burg, W. Christian u. A. Griese, ebenda 282, 157, 1935, bes. S. 1¢ 
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Reaktion, die wir damals nicht untersuchten, hielten wir fiir eine Garung. 
Inzwischen wurde die Reaktion von F. Lipmann! untersucht, der fand, 
daB eine oxydative Decarboxylierung vorliegt. 

Pro Molekiil Phosphohexonséure betrug die Sauerstoffaufnahme 
in Lipmanns Versuch 0,5 Molekiile, statt 2,5 Molekiile in unseren Ver- 
suchen. Die zu kleine Sauerstoffaufnahme in Lipmanns Versuch 
hangt mit der zu kleinen Konzentration an gelbem Ferment und Tri- 
phospho-Pyridin-Nucleotid in Lebedew-Saft zusammen. Hier dauert es 
Stunden, bis 0,5 Molekiile Sauerstoff aufgenommen sind. Dann sind 
die wirksamen Proteine soweit geschadigt, daB die Reaktion beendet zu 
sein scheint. 


| F. Lipmann, Nature 138, 588, 1936, Heft vom 3. Oktober. 
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